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Résumé 
 
La défense de la plante est complexe et constamment mise à l'épreuve par les pathogènes. 
Les corps du réticulum endoplasmique, appelés aussi ER bodies, sont des organites issus 
du réticulum endoplasmique, riches en β-glucosidases, participant activement à cette 
défense chez les Brassicales. Les études menées sur cet organite ont été essentiellement 
conduites sur les parties aériennes et peu d'informations sont disponibles sur les ER bodies 
des racines.  
Dans cette thèse, nous avons tenté de remédier à ce point en étudiant, dans un premier 
temps, la distribution de ces organites au sein des tissus racinaires d'Arabidopsis thaliana et 
du radis, Raphanus sativus, en combinant des techniques de microscopie, de biochimie et 
de biologie moléculaire. Nous avons ainsi révélé leur très grande abondance dans tous les 
tissus périphériques de l'ensemble de la racine. Puis, nous avons souhaité évaluer 
l'implication de ces ER bodies dans la défense. Nous avons alors mis en évidence qu'un 
traitement au méthyl jasmonate (MeJA), une hormone impliquée dans la mise en place de 
réaction de défense, induisait une augmentation importante du nombre de ER bodies et la 
fusion de plusieurs ER bodies entre eux dans les tissus racinaires du radis ainsi qu'une 
augmentation de l'activité β-glucosidique d'une fraction enrichie en ER bodies. Cette 
fusion conduit à la formation de ER bodies en moyenne 3 fois plus longs que les ER bodies 
normaux.  
Puis nous avons étudié les régulations de 5 gènes impliqués dans la formation des ER 
bodies dans 4 zones de l'apex de la racine primaire d'Arabidopsis, disséquées au 
microdissecteur laser : la zone de la coiffe, la zone méristématique, la zone d'élongation et 
la zone de différenciation. Nous avons pu révéler que ces gènes sont finement contrôlés 
dans chaque zone. Cela fût observé en condition standard et après traitement au MeJA, 
traduisant une modulation de la production des ER bodies spécifique dans chaque zone de 
la racine, en lien avec les caractéristiques de ces zones.  
Ces ER bodies semblent donc être soumis à une régulation fine et jouent probablement le 
rôle crucial de réserves de défenses de la racine, prêtes à libérer leur contenu à la moindre 
attaque. 
 
Mot clés : Arabidopsis thaliana ; Défense ; ER bodies ; Méthyl jasmonate ; Racines ; 
Raphanus sativus
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Abstract 
 
Plants are continuously challenged by pathogens. Endoplasmic reticulum (ER) bodies are 
particular organelles, containing β-glucosidases, that form from the ER and play a major 
role in defense of  the Brassicales. So far, most of  the studies were conducted on the ER 
bodies from the shoots and a few information is available on ER bodies of  the roots. 
In the present thesis work, we have focused on root cells of  two brassicacea species, 
namely Arabidopsis thaliana and Raphanus sativus by using microscopical, biochemical 
and molecular biology techniques. First, we have investigated the occurrence and 
distribution of  ER bodies in various cell types and found them  abundantly present in all 
peripheral tissues. We have also found that the morphology and number of  ER bodies 
differ from one cell type to another.   
Second, we have investigated the role of  these organelles in root defense by studying the 
response of  ER bodies to methyl jasmonate (MeJA), a phytohormone involved in plant 
defense signaling. The data show that MeJA induces a marked increase in the number of  
ER bodies along with an increase in β-glucosidase activity. Remarkably, MeJA also 
induces fusion of  several ER bodies together resulting on the formation of  very long 
organelles reaching 3-4 times the size of  the normal ones.  
Third, we have studied the expression of  5 genes involved in ER body formation in the 
different root zones treated with MeJA and isolated by Laser Assisted Microdissection 
technique. The isolated root regions are the root cap zone, the meristematic zone, the 
elongation zone and the differentiation zone. Our findings show that the expression of  the 
genes is fine-tuned in the different zones, under MeJA treated and standard conditions. 
This suggests that the formation of  ER bodies is specifically regulated in different root 
tissues possibly in relation with the functional properties of  each cell type in root 
development and defense.  
 
Key words : Arabidopsis thaliana; Defense; ER bodies; Methyl jasmonate; Raphanus 
sativus; roots  
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I. Introduction bibliographique 
I.1. Introduction générale 
 
Les plantes sont la plus grande source de nourriture de l'humanité. Toutefois, elles sont 
confrontées en permanence à de nombreuses agressions biotiques causées par tous types 
d'organismes : insectes, nématodes, champignons, bactéries, virus, plantes parasites, etc... Ces 
agressions causent de nombreuses maladies et des pertes agricoles considérables. Pour y 
remédier, le XXème siècle a vu l'émergence des produits phytosanitaires que sont les 
pesticides, fongicides et herbicides, qui, en éliminant nombre de pathogènes, nuisibles et 
plantes concurrentes (adventices) des champs traités, permirent de réduire grandement les 
pertes agricoles. Couplé à cela, l'agriculture du XXème siècle a intégré les intrants chimiques 
et la mécanisation ce qui permit le développement de grandes monocultures faisant appel à 
des semences sélectionnées dites « à haut rendement » (Olsson et Gerhardson, 1992) 
maximisant ainsi les récoltes. Ce type d'agriculture moderne a été qualifié d'agriculture 
intensive (García-Mier et al., 2013). 
Toutefois, outre son rendement, cette agriculture intensive présente de nombreux et 
importants inconvénients. Elle conduit à la pollution des sols et des cours d'eau puisqu'une 
part importante des engrais est lessivée par les pluies (Sebillote et Meynard 1990). La 
monoculture et les produits phytosanitaires utilisés conduisent également à la chute de la 
biodiversité et à la stérilisation des sols en détruisant la microflore des sols et les interactions 
naturelles entre différents organismes partageant le même biotope. Il existe nombre 
d'exemples de ces effets, parmi les plus connus on trouve : le Gaucho (qui est considéré 
comme potentiellement responsable d'une surmortalité des abeilles), l’atrazine (pollution des 
nappes phréatiques), on trouve également des phénomènes de résistance (plus de 20 espèces 
d'insectes et d'acariens sont résistants aux 5 principaux groupes de pesticides) (Shaw, 2000). 
C'est pourquoi depuis quelques années les projets politiques tendent à promouvoir des 
méthodes de cultures alternatives plus respectueuses de l'environnement et durables. Le plan 
national Ecophyto, issu du Grenelle de l'environnement 2008, promeut la réduction 
progressive de l’utilisation des produits phytosanitaires en France tout en maintenant une 
agriculture économiquement performante. Ceci nécessite de faire évoluer les pratiques 
agricoles via des alternatives respectueuses de l'environnement.  
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Par exemple, je citerai en premier lieu le développement de techniques alternatives comme la 
permaculture, dont le principe repose sur la compréhension et l'exploitation des interactions 
bénéfiques entres les cultivars et leur environnement (plantes voisines, animaux, géologie). 
Ainsi, en tirant profit des techniques agricoles traditionnelles locales et mondiales ainsi que 
des connaissances des sciences modernes, le permaculture permet d'obtenir une production 
agricole durable avec une rentabilité maximum, tout en augmentant naturellement la fertilité 
des sols et en minimisant les coûts en énergie et en eau et en supprimant les intrants 
chimiques ainsi que les produits phytosanitaires.  
On pourra citer également les rotations longues et diversifiées qui permettent de minimiser le 
développement des maladies et des adventices. Les besoins en fertilisants sont aussi réduits 
puisque les différents cultivars peuvent recycler et/ou extraire différemment les nutriments du 
sol. 
Enfin, l'agriculture biologique, possède également de nombreux atouts tels que cela est 
spécifié par le gouvernement : "L’agriculture biologique constitue un mode de production qui 
trouve son originalité dans le recours à des pratiques culturales et d’élevage soucieuses du 
respect des équilibres naturels. Ainsi, elle exclut l’usage des produits chimiques de synthèse, 
des OGM et limite l’emploi d’intrants." (http://agriculture.gouv.fr/L-agriculture-
biologique,2520). Ainsi l'agriculture biologique va privilégier l'utilisation de composés 
naturels tel que le VACCIPLANT®, un produit phytosanitaire développé par le groupe 
Goëmar. Ce traitement est composé de laminarine : un extrait de l'algue marine Laminaria 
digitata. Cette molécule est notamment connue pour stimuler les défenses et induire une 
protection de la vigne contre Botrytis cinerea et Plasmopara viticola (Aziz et al., 2003). 
L'agriculture biologique peut également intégrée la biofumigation, une technique utilisant les 
capacitées biocides des hydrolysats de glucosinolates, en particulier l'isothiocyonathe, extraits 
à partir de Brassicacées afin d'éliminer les nuisibles et maladies du sols. Cette technique est 
notamment capable d'éliminer 19 à 74% de microsclérotes, la forme de survie de la 
verticiliose (Michel et al., 2007). 
Ainsi de nombreuses voies d'amélioration de l'agriculture sont possibles et se développent 
actuellement. Cela afin de répondre à la demande en nourriture d'une population mondiale en 
croissance exponentielle. En effet, les prévisions démographiques annoncent que la 
population mondiale pourrait atteindre 9 milliards d'êtres humains en 2050. À cela s'ajoute, la 
prise de conscience de la dégradation constante de l'environnement. Ces révélations nous 
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incitent pour ne pas dire obligent, à développer des techniques de productions agricoles 
efficientes et respectueuses de l'environnement. 
 
Pour mener à bien ce devoir, il est essentiel de comprendre le fonctionnement des plantes, 
notamment leurs moyens de défenses face aux différents stress biotiques et abiotiques 
auxquels elles sont confrontées, tout d'abord d'un point de vue fondamental pour ensuite se 
diriger vers des recherches appliquées à l'agriculture. Ainsi la cellule végétale développe 
différents mécanismes, pour faire face aux infections, tels que la production de callose pour 
renforcer sa paroi cellulaire et la synthèse de composés antimicrobiens pour lutter contre 
l'agresseur. Des organites cellulaires bien particuliers vont également être impliqués. Parmi 
eux, les corps du réticulum endoplasmique semblent jouer une part importante dans la défense 
des Brassicacées, dont de nombreuses espèces sont cultivées et consommées à travers le 
monde telles que le colza, le radis, le chou, la moutarde, etc. Étudier et mieux cerner l'impact 
de ces organites dans la défense de la plante permettra d'affiner les approches de luttes 
biologiques chez les Brassicacées et peut-être même plus. L'étude de ces organites fait l'objet 
de ce travail de thèse présenté dans ce manuscrit. 
 
I.2. Les corps du réticulum endoplasmique ou ER bodies 
I.2.1. Généralités 
 
Dans la cellule végétale, le réticulum endoplasmique (RE) est capable de former des 
structures particulières jouant différents rôles, parmi lesquelles on trouve les corps protéiques, 
notamment présents dans les graines, qui stockent des protéines insolubles, ou encore les 
ricinosomes qui accumulent des protéases à cystéines dans l'endosperme sénescent des 
graines de ricin commun (Hara-Nishimura et Matsushima, 2003). Une autre structure 
particulière du RE et qui est l'objet d'étude de cette thèse est le corps du RE, appelé également 
dans la littérature : endoplasmic reticulum body (ER body). Ces structures seront nommées 
"ER bodies" tout au long de ce manuscrit. Les ER bodies ont été mis en évidence par Bonnet 
et Newcomb en 1965, dans des cellules rhizodermiques de radis. Ils n'ont été réellement 
caractérisés chez Arabidopsis thaliana qu'en 2001 par Hayashi et al.. Les ER bodies ont un 
aspect fusiforme et sont décrits comme des « citernes » dilatées du RE (figure 1 A) (Hayashi 
et al., 2001) de 3,90 ± 0,96 µm de long pour 1,23 ± 0,08 µm de diamètre dans les parties 
aériennes (figure 1 C) (Nagano et al., 2009). Ils ont, en revanche, été très peu décrits dans les 
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racines d'Arabidopsis où ils sont simplement présentés comme faisant environ 10 µm de long 
et 1 µm de diamètre (figure 1 B). Ils sont recouverts de ribosomes disposés en spirales sur 
une unique membrane issue du RE à partir duquel ils se forment (Bonnet et Newcomb, 1965 ; 
figure 1 D). 
I.2.1.A. Découverte et répartition dans le règne végétal 
 
L'étude et l'observation des ER bodies ont été initialement permises par la microscopie 
électronique à transmission. En effet, grâce à cet outil, Bonnet et Newcomb (1965) ont pour la 
première fois observé ces structures dans des cellules rhizodermiques du radis, qu'ils ont alors 
qualifiées de "citernes dilatées" (ou dilated cisternae en anglais, DC) (figure 1 D).  
 
Figure 1 : Observation de ER bodies dans les tissus végétaux. 
A. Photo de microscopie électronique à transmission montrant l'ultrastructure d'une cellule 
épidermique de cotylédon d'Arabidopsis thaliana. Les ER bodies sont entourés par des ribosomes ce 
qui indique qu'ils sont dérivés du réticulum endoplasmique. v = vacuole, g = Golgi, m = 
mitochondrie, * = ER bodies. (Adapté de Hayashi et al., 2001) 
B et C. Photos de microscopie à fluorescence de ER bodies, dans les cellules d'une plantule 
d'Arabidopsis âgée de 12 jours, exprimant la GFP-HDEL. Flèches = ER bodies. (B) ER bodies d'une 
cellule rhizodermique de racine. (C) ER bodies d'une cellule épidermique de cotylédon. Le réseau du 
RE (pointe de flèche rouge) peut également être observé. (Adapté de Hayashi et al., 2001) 
D. Coupe longitudinale tangentielle d'un ER body d'une cellule rhizodermique de radis observée au 
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microscope électronique. On peut noter la présence du RE (pointes de flèches rouge) à proximité du 
ER body. On observe que les ribosomes sont organisés en spirales (Pr) sur la surface du ER body. Pr 
= polyribosomes en spiral ; pointes de flèches = RE (Adapté de Bonnet et Newcomb 1965) 
Barres d'échelle : A = 1 µm ; B = 20 µm ; C = 10 µm ; D = grossissement x23500 
Ces DC seront ensuite observées chez de nombreuses autres espèces de Brassicacées (tableau 
1, Iversen, 1970a). Toutes ces observations réalisées dans les années 60 - 70 indiquent que ces 
structures sont assez denses aux électrons avec un contenu fibrillaire qui correspond 
probablement aux protéines qui les constituent. Il a été admis que ces DC peuvent être 
considérées comme des ER bodies et limitées aux plantes de la famille des Brassicacées 
(Yamada et al., 2011). 
Par ailleurs, l'utilisation de la Green Fluorescent Protein (GFP) a ensuite facilité la 
visualisation et l'étude de ces ER bodies chez Arabidopsis, notamment in vivo (Koehler, 
1998). En effet lorsque la GFP est fusionnée à un peptide signal par son extrémité N-terminale 
et à un signal de rétention spécifique du RE : HDEL (His-Asp-Glu-Leu) par son extrémité C-
terminale, elle est alors retenue dans le réseau du RE et est également accumulée dans les ER 
bodies. La présence de la GFP-HDEL dans ces organites, les rendent observables par 
microscopie à fluorescence et parfaitement reconnaissables à leur fluorescence intense et à 
leurs morphologies (figure 1 B et C). 
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Tableau 1 : Distribution des ER bodies dans les différentes espèces testées. Les ER bodies sont 
observés quasi-exclusivement chez les Brassicacées. + = ER bodies observés ; - = ER bodies non 
observés. (Adapté de Iversen, 1970a). 
Famille Espèce 
Présence 
d'ER bodies 
(+ / -) dans 
les racines 
Famille Espèce 
Présence 
d'ER bodies 
(+ / -) dans 
les racines 
Fabaceae Melilotus albus - Brassicaceae Raphanus sativus + 
Fabaceae Phaseolus vulgaris - Brassicaceae Lepidium sativum + 
Asteraceae Helianthus annuus  - Brassicaceae Brassica chinensis + 
Poaceae Zea mays - Brassicaceae Sisymbrium officinale (L.) + 
 
Brassicaceae S. tanacetifolium (L.) + 
Pappaveraceae Papaver argemone L. - Brassicaceae Descurainia sophia (L.) + 
Pappaveraceae P. orientale L. - Brassicaceae Cardamine hirsuta L. + 
Pappaveraceae P. radicatum Rottb. - Brassicaceae Cardaminopsis petraea (L.) + 
Pappaveraceae P. album Mill. - Brassicaceae Arabis alpina L. + 
Pappaveraceae Meconopsis dhwosii - Brassicaceae Allysoides utriculata (L.) + 
Pappaveraceae M. cambrica - Brassicaceae Alyssum alyssoides (L.) + 
Pappaveraceae Argemone mexicana L. - Brassicaceae Draba aizoides L. + 
Pappaveraceae A. platyceras Link and Otto  - Brassicaceae D. nivalis Liljeblad + 
Pappaveraceae Roemeria refracta D.C. - Brassicaceae D. carinthiaca Hoppe + 
Pappaveraceae Glaucium flavum Crantz. - Brassicaceae 
Draba hirta (daurica) auct., 
vix. L. 
+ 
Pappaveraceae G. corniculatum (L.) - Brassicaceae D. cinera Adams + 
Pappaveraceae G. squamigerum Kar. & Kir. - Brassicaceae Cochlearia officinalis L. + 
Pappaveraceae 
G. vitellinum Boiss and 
Buhse 
- Brassicaceae Thlaspi arvense L. + 
Pappaveraceae 
G. oxylobum Boiss and 
Buhse 
- Brassicaceae Iberis saxatilis L. + 
Pappaveraceae Eschscholtzia californica - Brassicaceae I. amara L. + 
Pappaveraceae E. lobbi Greene - Brassicaceae Brassica oleracea + 
Pappaveraceae E. tenuifolia Benth - Brassicaceae B. nigra + 
Pappaveraceae 
Dicranostigma 
franchetianum 
- Brassicaceae Sinapis alba L. + 
Pappaveraceae 
Hunnemannia fumariifolla 
Sweet 
- 
   Pappaveraceae E. douglasii Walp. + 
     
   Resedaceae Reseda lutea L. - 
   Resedaceae R. alba L. - 
   Resedaceae R. phyteuma L. - 
   Resedaceae R. complicata Bory - 
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I.2.1.B. Distribution des ER bodies au sein des tissus végétaux 
 
L'utilisation de lignées d'Arabidopsis exprimant la GFP-HDEL (At-GFP-HDEL) a donc 
permis d'étendre la compréhension de la répartition des ER bodies dans les différents organes 
de la plante (Matsushima et al., 2002). Chez les plantules d'Arabidopsis ces structures sont 
constitutivement présentes dans les cellules épidermiques de cotylédons, d’hypocotyles et de 
racines. On parle alors de ER bodies constitutifs. Leur distribution varie en fonction de 3 
éléments principaux : 
 le type tissulaire, 
 le stade de différenciation des tissus, 
 le stade de développement de la plante.  
Ils apparaissent après la germination des graines, puis disparaissent lors de la sénescence des 
tissus (Matsushima et al., 2002).  
Par ailleurs, de nombreuses observations, réalisées au microscope électronique à transmission, 
ont permis l'étude de la distribution des ER bodies dans la racine du cresson : Lepidium 
sativum (Iversen et Flood,1969). Ces observations indiquent que les ER bodies sont présents 
essentiellement dans les cellules épidermiques et corticales des différentes zones racinaires 
ainsi que dans la coiffe et la columelle mais sont absents du méristème et des tissus 
conducteurs de cette plante (figure 2). De plus il a été observé que les ER bodies des tissus 
moins différenciés sont généralement plus petits (Iversen, 1970a). 
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Figure 2 : Distribution des ER bodies dans la racine de Lepidium sativum. 
Représentation semi-schématique montrant le nombre moyen de ER bodies observés par cellules dans 
les sections médianes de l'apex racinaire et de la zone pilifère. Leur présence est essentiellement 
observée dans les tissus externes. Ils n'ont pas été observés dans le centre méristématique, ni dans les 
tissus vasculaires. (Adapté de Iversen et Flood,1969) 
Les feuilles en rosettes adultes d'Arabidopsis ne possèdent pas de ER bodies constitutifs dans 
leurs cellules épidermiques (Matsushima et al., 2002). Toutefois des blessures mécaniques sur 
celles-ci entraînent l'apparition de ER bodies dans les cellules à proximité des zones lésées. 
Les cellules épidermiques de feuilles possèdent donc des ER bodies induits (i-ER bodies) 
(Matsushima et al., 2002) (figure 3 A, B et C). De même des blessures mécaniques effectuées 
sur les cotylédons, qui possèdent déjà des ER bodies constitutifs, entraînent une augmentation 
conséquente du nombre de ER bodies. Les cotylédons sont donc capables de former des ER 
bodies constitutifs et induits ; qui sont morphologiquement semblables (Ogasawara et al., 
2009). De plus, l'application exogène de méthyl jasmonate (MeJA) à 50 µM entraîne 
également la formation de i-ER bodies dans les feuilles (Matsushima et al., 2002) (figure 3 C 
et D). Le MeJA est une hormone végétale impliquée dans les réactions de défenses contre les 
attaques d'herbivores et les blessures mécaniques. Le mutant coi1, insensible au MeJA, 
n'induit pas la formation de nouveaux ER bodies lorsqu'il est traité par cette hormone (Xie et 
al., 1999 et Matsushima et al., 2002). Parallèlement, un traitement à l'éthylène après un 
traitement au MeJA supprime la réponse au MeJA et empêche l'induction de nouveaux ER 
bodies (Matsushima et al., 2002). Ces deux phytohormones (MeJA/éthylène) semblent donc 
réguler l'induction de nouveaux ER bodies de manière antagoniste. 
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A et B. Images de microscopie 
à fluorescence révélant 
l'absence de ER bodies en 
conditions normales. 
C-E. Des blessures 
mécaniques sont réalisées sur 
une feuille en rosette à l'aide 
d'un cure dent (C). Les ER 
bodies induits sont visibles à 
proximité des zones 
endommagées 48h (D) et 66h 
(E) après les blessures. 
F-H. Observation de feuilles 
en rosette 38h après divers 
traitements : H2O (F) 50 µM MeJA (G) et 50 µM MeJA plus 20 µl.l
-1
 d'éthylène. Les ER bodies sont 
induits par le MeJA (G) et cette induction est empêcher si le MeJA est complémenté par de l'éthylène 
(H). 
Barres d'échelle = 20 µm. (Adapté de : Matsushima et al., 2003b) 
En outre, l'utilisation de mutants obtenus à partir de plantules At-GFP-HDEL a permis l'étude 
de la composition des ER bodies, ce qui éclaire leurs rôles mais aussi leurs processus de 
formation. 
 
I.2.2. Composition des ER bodies 
 
Afin de comprendre le(s) rôle(s) des ER bodies, il est important d'identifier leur contenu. 
L'isolement et la purification de ces structures n'étant pas encore au point, l'utilisation de 
l'immuno-cytochimie et de mutants a été favorisée et a permis d'identifier un certain nombre 
de protéines présentes dans les ER bodies. Par ailleurs, comme décrit précédemment, des 
blessures mécaniques peuvent induire la formation de ER bodies dans les cellules 
épidermiques de feuilles et de cotylédons : les i-ER bodies. L'existence de deux sous-
ensembles de ER bodies, les constitutifs et les induits, suggère donc un contenu différent. 
Figure 3 : Induction de i-ER 
bodies dans des cellules de 
feuilles en rosette exprimant 
la GFP-HDEL 
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Toutefois, il y a très peu d'information disponible sur le contenu de ces i-ER bodies, la cause 
principale étant qu'ils sont impossibles à différencier (Matsushima et al., 2002). 
 
I.2.2.A. Nai1, un facteur de transcription comme chef d'orchestre 
 
Un mutant de plantule At-GFP-HDEL qui ne produit pas de ER bodies constitutifs a été isolé 
après mutagénèse chimique utilisant l'éthyle méthanesulfonate. Il s'agit du mutant nai1-1 
("nai" signifie "absent" en japonais) (Matsushima et al., 2003a) (figure 4 A). La mutation du 
gène NAI1, responsable du phénotype observé, correspond à une simple transition d'un G par 
un A sur le site accepteur du premier intron. Cette légère modification entraine un mauvais 
épissage d'où résulte la perte de trois acides aminés sur la protéine (figure 4B, Matsushima et 
al., 2004).  
Le gène NAI1 (At2g22770) (aussi connu sous la dénomination AtbHLH20) code pour un 
facteur de transcription de type basique hélice-boucle-hélice. En tant que facteur de 
transcription, NAI1 n'est, par conséquent, pas contenu dans les ER bodies mais contrôle 
l'expression de tous les gènes codant pour les protéines présentes dans ces organites. De plus 
NAI1 contrôle également l'expression d'autres protéines absentes des ER bodies mais qui 
peuvent être amenées à interagir avec leur contenu. Son rôle dans la gestion des i-ER bodies 
n'est pas démontré puisqu'il est possible d'induire des ER bodies suite à un traitement au 
MeJA sur les feuilles en rosette du mutant nai1. La présence de i-ER bodies chez ce mutant 
(Figure 4 C), bien qu'ayant une morphologie anormale, tend même à indiquer qu'un autre 
facteur de transcription pourrait jouer ce rôle de chef d'orchestre (Matsushima et al., 2004). 
Afin d'identifier les protéines absentes chez le mutant nai1 et donc potentiellement absentes 
des ER bodies, un fractionnement subcellulaire par centrifugations successives a été utilisé. 
Différentes fractions sont analysées (Matsushima et al., 2003a) : les ER bodies sont 
principalement concentrés dans le culot obtenu avec une force de 1000g, il s'agit de la fraction 
P1 ; les ER bodies de très petites tailles peuvent être retrouvés dans le culot P8 (8000 g) ; les 
microsomes et le réseau du RE sont présents dans le culot P100 (100000g) ; enfin les 
protéines vacuolaires solubles sont obtenues dans le surnageant obtenu à 100000g (S100). 
Ainsi, en comparant les profils protéiques des fractions P1 chez les plantules sauvages et chez 
nai1, Matsushima et al. (2003a) ont pu identifier plusieurs protéines essentielles composant 
les ER bodies dont la protéine PYK10 considérée aujourd'hui comme le marqueur principal 
des ER bodies (figure 4 D). 
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Figure 4 : Le mutant nai1. 
A. Comparaison de la distribution des ER bodies dans des plantules âgées de 5 jours chez la lignée 
At-GFP-HDEL (a, c) et chez le mutant nai1 (b, d). 
B. Effet de la mutation du gène NAI1 sur la transcription de la protéine prédite. Le séquençage de 
l'ADNc amplifié révèle une transition entre un G et un A au niveau du site accepteur de l'intron 
entrainant un épissage aberrant. * = nucléotide muté. La séquence encadrée correspond à la séquence 
qui n'est plus épissée correctement après mutation dans l'ARNm mature. La séquence d'acides aminés 
surlignée en jaune correspond aux trois acides aminés perdus après la mutation.  
C. Comparaison de la distribution des i-ER bodies dans les feuilles en rosette de plantules âgées de 16 
jours chez la lignée At-GFP-HDEL et chez le mutant nai1 traitées au MeJA ou à l'eau (water). 
D. Gel d'électrophorèse SDS-PAGE coloré au bleu de coomassie réalisé à partir d'une fraction 
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enrichie en ER bodies (la fraction P1), comparant les profils protéiques des lignées At-GFP-HDEL 
(G) et nai1. Ce gel révèle l'absence d'une protéine chez le mutant nai1 à 65 kDa, il s'agit de la β-
glucosidase PYK10 (pointe de flèche).  
(Adaptés de Matsushima et al., 2003a et 2004) 
 
I.2.2.B. Présence de différentes enzymes 
I.2.2.B.a. Les β-glucosidases : signatures des ER bodies 
 
Les profils protéiques de la fraction P1 des plantules mutantes (nai1) et sauvages ont été 
comparés en absence de stress. Ceci a permis d'identifier qu'une des protéines les plus 
abondantes des racines d'Arabidopsis thaliana était absente de la fraction P1 mutante. Il se 
trouve que cette protéine est également la plus abondante des ER bodies, il s'agit de la β-
glucosidase (BGLU) : PYK10 ou BGLU23 (At3g09260), (Matsushima et al., 2003a) (figure 4 
D). Cette protéine a été exclusivement observée dans les ER bodies et est, par conséquent, 
considérée comme un marqueur idéal de ces organites. 
Cette enzyme possède 564 acides aminés qui lui confèrent une masse théorique de 59,7 kDa. 
Elle est pourtant détectée par Western blot autour de 65 kDa. En effet, PYK10 est N-
glycosylée sur 3 sites différents par des oligosaccharides riches en mannose (Matsushima et 
al., 2003a). PYK10 forme un homodimère via un pont disulfure (Nagano et al., 2005) 
probablement via une cystéine. En effet la structure de l'homodimère est altérée lorsque la 
cystéine en 29
ème
 position est substituée par une tyrosine dans le mutant de PYK10 appelé leb 
(pour "long ER bodies") entrainant également une réduction de l'accumulation de PYK10 
(Nagano et al., 2009). De plus, cette mutation entraine une modification de la morphologie 
des ER bodies qui deviennent alors beaucoup plus longs, passant d'une longueur moyenne de 
3,90 (±0,96) µm à 6,02 (±1,33) µm dans les cotylédons (Nagano et al., 2009). Ces éléments 
indiquent que la présence de la protéine PYK10 fonctionnelle est indispensable à la formation 
des ER bodies. 
Quarante-sept β-glucosidases formant la famille des glycosides hydrolases 1, ont été 
répertoriées chez Arabidopsis thaliana (Xu et al., 2004). Quarante de ces enzymes possèdent 
un signal peptidique à la fin de leur séquence N-terminale, permettant leur localisation dans le 
système endomembranaire ou leur sécrétion dans l'apoplaste. Parallèlement, la sous-famille 
dont PYK10/BGLU23 est membre, compte 8 enzymes (BGLU18-25). Cette sous-famille 
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possède un peptide signal de rétention dans le RE : K/H/R-D/E-E-L en C-terminal. Ainsi ces 
BGLUs (18-25) sont retenues dans le RE après leur synthèse et pourraient ensuite être 
mobilisées dans les ER bodies (Nakano et al., 2014). Par ailleurs BGLU21/22 semblent être 
les deux autres BGLUs les plus importantes des ER bodies puisque un double mutant knock-
out pyk10 bglu21 présente des ER bodies encore plus long que ceux du mutant leb (Nagano et 
al., 2009). 
Les substrats de PYK10 et des BGLUs des ER bodies ne sont pas encore totalement 
déterminés ; toutefois Matsushima et collaborateurs (2004) ont mis en évidence des activités 
β-D-glucosidase et β-D-fucosidase. Cette activité est essentiellement observée lorsque PYK10 
est sous forme insoluble. En effet, la forme soluble est beaucoup moins active. Elle devient 
insoluble par formation d'un gros complexe enzymatique avec d'autres protéines telles que la 
PYK10 BINDING PROTEIN1 (PBP1) (Nagano et al., 2005). 
Par ailleurs, les BGLUs, dont les myrosinases, sont connues pour hydrolyser les ponts β-
glucosidiques des β-glucosides aryl et alkyl tels que la cellobiose ou d'autres oligosaccharides 
β-liés (Xu et al., 2004). Les myrosinases hydrolysent des glucosides non toxiques en 
composés biologiquement actifs : isothiocyanate, thiocyanate, nitrile et épithio-nitrile (Rask et 
al., 2000). La fonction de la myrosinase dépend donc de la nature de l'aglycone libéré par 
l'hydrolyse. Le rôle le plus étudié de ces composés est leur implication dans la défense des 
plantes. Plusieurs fonctions ont été bien décrites pour les myrosinases : 
 Implication dans la production de composés antimicrobiens  
 Activation d'hormones glycosylées 
 Catabolisme de la paroi. 
Il n'est pas encore très clair si PYK10 est, ou n'est pas, une myrosinase. En effet, les 
myrosinases sont généralement caractérisées par une séquence typique comprenant un acide 
aminé basique, lysine ou arginine, dans la poche à substrat. Les β-glucosidases ne possédant 
pas cette signature typique, sont considérées comme des β-glucosidases qui hydrolysent les 
O-glucosides mais pas les thioglucosides (Rask et al., 2000). Toutefois, il existe des 
myrosinases atypiques comme PEN2 ne possédant pas cette séquence particulière et pourtant 
capables d'hydrolyser les glucosinolates indol-3-ylméthyl (I3G) et 4-méthoxy-I3G (Bednarek 
et al., 2009). Il n'y a pour l'instant aucun résultat précisant si oui ou non PYK10 serait capable 
d'hydrolyser des indoles glucosinolates de ce genre. Ce point est encore en débat 
actuellement, au sein de la communauté scientifique travaillant sur les myrosinases. 
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L'étude menée par Ogasawara et al. en 2009, sur les i-ER bodies des cotylédons, a montré que 
ces i-ER bodies ne présentent pas la protéine PYK10. Les niveaux d'expression des 8 
membres de la sous-famille de PYK10 ont été analysés par qPCR sur des ADNc provenant de 
cotylédons blessés localement et systémiquement. Cela a permis de mettre en évidence que 
les cotylédons localement blessés voient l'expression du gène BGLU18 augmentée 5 fois par 
rapport aux cotylédons de plantes non blessées tandis que l'expression de PYK10 reste 
constante (Ogasawara et al., 2009). Suite à cela, des analyses de microscopie électronique à 
transmission sur des cellules épidermiques de cotylédons blessés, marquées avec des 
anticorps anti-BGLU18 et anti-GFP ont révélé que BGLU18 est accumulée dans les ER 
bodies à proximité des zones lésées (Ogasawara et al., 2009).  
D'après ces résultats, la β-glucosidase BGLU18, de 528 acides aminés pour 60.5kDa, serait 
donc le composé le plus abondant des i-ER bodies (Ogasawara et al., 2009). 
 
I.2.2.B.b. Deux précurseurs de protéases à cystéine : RD21 et γVPE 
 
Des analyses immunocytochimiques ont également permis de mettre en évidence la présence 
de deux précurseurs de protéases stress-inductibles dans les ER bodies des cotylédons 
d'Arabidopsis thaliana : RD21 (Responsive to Dehydration 21) et γVPE (Vacuolar Processing 
Enzyme) (Hayashi et al., 2001) (Figure 5).  
Photos de microscopie électronique à transmission montrant des ER bodies de cellules épidermiques 
de cotylédons sauvages âgées de 5 jours et marquées avec des anticorps reconnaissant deux protéases 
stress-inductibles : (A) RD21 (Responsive to Dehydration 21) et (B) γVPE (Vacuolar Processing 
Enzyme). Barres d'échelles = 0,5 µm (Adapté de Hayashi et al., 2001) 
Par ailleurs, les formes actives de RD21 et γVPE sont retrouvées dans les vacuoles (Hayashi 
et al., 2001). Lors de ces mêmes travaux, Hayashi et al. (2001) ont mis en évidence la capacité 
Figure 5 : Immunolocalisation de RD21 et γVPE dans les ER bodies d'Arabidopsis. 
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des ER bodies à fusionner entre eux ainsi qu’avec les vacuoles lytiques, en cas de stress salin 
(Figure 6). Ainsi, les ER bodies peuvent déverser les précurseurs RD21 et γVPE dans les 
vacuoles où ces protéases seraient converties en molécules actives. 
A, C, E, F. Changements 
morphologiques des compartiments 
accumulant la GFP-HDEL de cellules 
épidermiques racinaires d'Arabidopsis.  
B, D. Marquage au iodure de propidium 
des cellules illustrées respectivement en 
A et C. 
A, B. Cellules de l'hypocotyle non 
traitées au sel. 
G. Photo de microscopie électronique à 
transmission montrant des ER bodies 
fusionnant entre eux (pointe de flèche) et 
avec la vacuole (flèche), dans une cellule 
épidermique de cotylédon d'une plantule 
âgée de 5 jours. Les ribosomes 
disparaissent à la zone de contact avec la vacuole (flèche). Le même phénomène est observé à a zone 
de fusion entre deux ER bodies (pointe de flèche).  
V = vacuole ; * = ER bodies ; barres d'échelles : F = 10 µm ; G = 0,5 µm. 
(Adapté de Hayashi et al., 2001) 
Les VPE permettent la maturation ou l'activation de protéines de la vacuole. Ce rôle de 
maturation est essentiel pour la dégradation de la membrane vacuolaire qui, après libération 
des enzymes qu'elle contient, participe à la réponse hypersensible (Hatsugai et al., 2004, 
Hara-Nishimura et Hatsugai, 2011). En effet, le silencing des gènes de VPEs empêche la 
réponse hypersensible normalement induite par le virus de la mosaïque du tabac (Hatsugai et 
al., 2004). Ce type de PCD (progammed cell death) permet, notamment, d'éliminer 
efficacement les virus contenus dans la cellule en libérant le contenu vacuolaire dans le 
cytosol (Hatsugai et al., 2004) mais s'avère inefficace contre les réplications bactériennes 
ayant lieu hors des cellules (Hara-Nishimura et Hatsugai, 2011). Les ER bodies pourraient 
donc permettre de stocker des réserves de protéases ayant des rôles de défense. 
Figure 6 : Fusion des ER bodies en cas 
de stress salin. 
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Il est toutefois important de prendre quelques précautions. La présence de γVPE dans les ER 
bodies n'a été que très peu reportée dans la littérature, et aucune information n'est donnée sur 
l'anticorps ayant servi à sa détection. Par ailleurs, ces 2 protéines (RD21 et γVPE) n'ont plus 
été mentionnées dans les revues traitant des ER bodies ces 10 dernières années. 
 
I.2.2.B.c. PDF1.2 et PR1, présentes dans les ER bodies ? 
 
Watanabe et al. (2013b) ont détecté la présence de PDF1.2 et de PR1 à des niveaux de 
concentrations assez faibles dans les ER bodies. Cela a été permis, en utilisant des lignées 
d'Arabidopsis exprimant ces protéines couplées à la GFP sous contrôle du promoteur 35S du 
virus de la mosaïque. Nakano et al. (2014) suggèrent que la présence de ces protéines dans les 
ER bodies pourrait être artefactuelle. En effet, la présence de la GFP couplée à une protéine 
passant dans la voie de sécrétion ; et sous contrôle du promoteur 35S pourrait entrainer une 
surexpression de ces protéines et une localisation non spécifique de ces protéines dans les ER 
bodies. 
 
I.2.2.C. Des protéines membranaires spécifiques : MEB1 et 2 
 
Le mutant nai1 semble être la lignée idéale pour l'étude des ER bodies. Des études de micro-
array ont permis de révéler que, chez ce mutant, l'expression de plusieurs gènes est altérée, 
notamment celle des 2 gènes MEB1 (At4g27860) et MEB2 (At5g24290) (Yamada et al., 2013). 
Les protéines codées par ces gènes sont détectées par immunomarquage spécifiquement dans 
les ER bodies et sont absentes du réseau du RE (FIGURE 7 A). En outre, leurs séquences 
contiennent toutes 2 des domaines transmembranaires putatifs (6 pour MEB1 et 4 pour 
MEB2) indiquant que ces protéines seraient localisées dans la membrane des ER bodies. En 
effet, des Western blots réalisés sur des extraits enrichis en ER bodies (P1) et en RE (P100) 
démontrent que ces protéines sont bien spécifiques des ER bodies et quasi-absentes du réseau 
du RE (Figure 7 B). De plus, MEB1 et MEB2 sont observées précisément sur la périphérie 
des ER bodies lors d'immunomarquages analysés par microscopie confocale (FIGURE 7 A) 
suggérant cette localisation membranaire. Celle-ci a été finalement confirmée, en extrayant la 
fraction P1 avec différentes solutions afin de séparer spécifiquement les contenus solubles, les 
contenus membranaires intégraux (étant partie intégrante de la membrane) et les contenus 
membranaires périphériques (interagissant faiblement avec la membrane). Grâce a cette 
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méthode Yamada et al., (2013) démontrent que les protéines MEB1 et MEB2 sont contenues 
précisément dans la membrane des ER bodies (Figure 7 C). C'est pourquoi elles ont été 
nommées MEB : pour MEMBRANE PROTEIN OF ENDOPLASMIC RETICULUM BODY. 
Toutefois, contrairement à PYK10, leur présence n'est pas requise pour la formation des ER 
bodies (Yamada et al., 2013). 
Par ailleurs l'absence de ces 2 protéines membranaires n'impacte en rien la sensibilité à des 
pathogènes comme Alternaria brassicicola, Fusarium oxysporum, et Pythium sylvaticum 
(Yamada et al., 2013). Ceci suggère que ces 2 protéines ont un autre rôle que la protection 
face au pathogène. En outre, l'expression de ces 2 protéines chez la levure supprime la toxicité 
du manganèse et du fer. En effet, MEB1 et MEB2 possèdent un DUF125 (DOMAIN OF 
UNKNOWN FUNCTION 125) qui est caractéristique de la famille des VIT (VACUOLAR 
IRON TRANSPOTER) qui comprend des transporteurs de fer/manganèse (Yamada et al., 
2013). Ces différents éléments suggèrent que ces 2 protéines sont des transporteurs de 
métaux, et confèreraient donc une fonction supplémentaire aux ER bodies : une défense face à 
des stress abiotiques. 
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A. Observation de cellules 
épidermiques de cotylédons 
exprimant transitoirement la 
protéine de fusion tdTom-
MEB1 (gauche) ou tdTom-
MEB2 (droite) dans des 
plantules GFP-h âgées de 7 
jours. On peut observer 
particulièrement chez tdTom-
MEB2 que le signal est 
essentiellement situé au niveau 
de la membrane des ER bodies 
et plus faible dans leur centre. 
Barres = 10 µm  
B. Western blots sur des 
fractions subcellulaires 
enrichies en ER bodies (P1) ou 
en réseau du RE (P100). Les 
anticorps utilisés sont dirigés 
contre : BiP (un marqueur du 
RE), GFP-HDEL, PYK10, 
MEB1 et MEB2. "Fold 
enrichment in P1" indique le 
ratio d'intensité des bandes P1/P100.  
C. Western blots réalisés sur la fraction P1 après différents traitements et ultracentrifugations pour 
séparer les fractions solubles et membranaires. Le traitement "Low-salt (50 mM NaCl)" extrait les 
protéines solubles ; les traitements "highsalt (500 mM NaCl)" et "alkaline" extraient les protéines 
membranaires périphériques ; le détergent "detergent (2% [v/v] Triton X-100)" extrait les protéines 
membranaires intégrales. ppt, Précipité; sup, surnageant. Ces résultats indiquent que MEB1 et MEB2 
font parties des protéines membranaires intégrales des ER bodies retrouvées dans le surnageant de la 
fraction extraite par le détergent.  
(Adapté de Yamada et al., 2013). 
Figure 7 : MEB1 et MEB2 
sont localisées dans la 
membrane des ER bodies. 
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I.2.2.D. Autres 
I.2.2.D.a. NAI2 et TSA1 : des protéines nécessaires à la formation des ER bodies 
 
Un autre mutant déficient en ER bodies a également été généré par activation de tag-insérés. 
Il s'agit du mutant nai2 (Yamada et al., 2008). L'analyse de ce mutant révèle que NAI2 est une 
protéine qui fait partie intégrante des ER bodies (FIGURE 8 A) et qui est coexprimée avec 
PYK10 sous contrôle du facteur de transcription NAI1. La présence de NAI2 est absolument 
indispensable à la formation des ER bodies. En effet, tandis que l'absence partielle de NAI2 
entraine la formation de ER bodies beaucoup plus long et moins nombreux que chez la 
plantule sauvage (FIGURE 8 B et D), l'absence totale de cette protéine empêche la formation 
de ER bodies (Yamada et al., 2008 ; FIGURE 8 C et E). Par ailleurs, l'absence de NAI2 
réduit l'accumulation de PYK10 qui est alors distribuée dans le réseau du RE et non plus dans 
les ER bodies (Yamada et al., 2008 ; FIGURE 8 E). Ceci indique que NAI2 est nécessaire au 
recrutement de PYK10 dans les ER bodies.  
 
Comme pour PYK10 la présence de MEB1 et MEB2 dans les ER bodies est dépendante de la 
présence de NAI2. En effet, l'absence de ce dernier entraine la distribution de MEB1 et 2 dans 
le réseau du RE (Yamada et al., 2013).  
 
NAI2 possède 772 acides aminés qui lui confèrent une masse théorique de 85 kDa et NAI2 est 
pourtant détectée par Western blot autour de 120 kDa, indiquant qu'elle subit probablement 
des modifications post-traductionnelles (Yamada et al., 2008). Par ailleurs, NAI2 ne 
posséderait pas de domaine transmembranaire suggérant que c'est un composé soluble des ER 
bodies (Yamada et al., 2008). 
 
Le plus proche homologue de NAI2 est la protéine TSA1, pour TONSOKU (TSK)-associating 
protein-1 (Yamada et al., 2008). Cette proximité entre les deux protéines peut donc suggérer 
qu'elles possèdent des fonctions similaires. Des analyses in vitro menées chez des levures, 
montrent que TSA1 semble interagir avec TSK, un facteur clé du contrôle de la division 
cellulaire et de la morphogénèse de la plante (Suzuki et al., 2005), bien que cette relation ne 
soit pas explicitement démontrée in vivo. Toutefois, le mutant nai2 ne semble pas présenter de 
modifications morphologiques suggérant que NAI2 n'est pas impliquée dans le contrôle des 
divisions cellulaires (Yamada et al., 2008). 
Chapitre I : Introduction bibliographique 
 
40 
A. Immunomarquage de la protéine 
NAI2 sur une plantule At-GFP-HDEL 
âgée de 7 jours. On peut visualiser le 
signal de la GFP dans l'image de gauche, 
au centre le marquage de NAI2 et à 
droite le mélange des deux signaux 
indiquant la colocalisation des 2 
protéines. Barre = 10 µm. 
B. ER bodies de cotylédons de plantules 
At-GFP-HDEL exprimant des ARN 
interférant du gène NAI2 réduisant 
partiellement la quantité de NAI2 
(iNAI2(46, 44), images du centre et de 
droite). Plantule contrôle At-GFP-HDEL 
: GFP-h, gauche. Barres = 5 µm. 
C. Comptage du nombre de ER bodies 
de plantules At-GFP-HDEL. Les 
plantules iNAI2 présentent un nombre 
significativement réduit de ER bodies. 
Le mutant nai2-1 présente un nombre 
quasi-nul de ER bodies. 
 D. Mesures de la longueur des ER 
bodies. La réduction de la quantité de 
NAI2 chez les iNAI2 entraine une 
augmentation de la taille des ER bodies. 
Aucune mesure n'a été réalisée chez 
nai2-1 à cause du trop faible nombre de ER bodies détectées.  
E. Localisation de la protéine de fusion GFP-PYK10 exprimée transitoirement chez Col-0 et le 
mutant nai2-2. Barres d'échelles = 10 µm.  
(Adapté de Yamada et al., 2008) 
 
  
Figure 8 : Caractérisation de la 
protéine NAI2. 
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Tout comme PYK10 est recrutée dans les ER bodies constitutifs par NAI2, BGLU18 pourrait 
être ségréguée dans les i-ER bodies par une autre protéine. Une analyse de la base de données 
ATTED-II (http://atted.jp/) a permis de démontrer que le gène TSA1 est coexprimé avec 
BGLU18. Ainsi ces données suggèrent que la protéine TSA1 pourrait permettre la ségrégation 
de BGLU18 dans les i-ER bodies (figure 6 B) (Yamada et al., 2009). Par ailleurs, 
l'observation au microscope à fluorescence d'une lignée d'Arabidopsis thaliana exprimant 
TSA1 couplée à la GFP sous contrôle du promoteur 35S, révèle que cette protéine de fusion 
est présente dans des structures présentant les caractéristiques des ER bodies (Suzuki et al., 
2005). Cependant, aucune information n'indique que cette protéine soit présente ou participe à 
la formation des ER bodies constitutifs. 
 
I.2.2.D.b. ML3 
 
ML3 est une protéine Myeloid differentiation (MD)2-lipopolysaccharide-recognition domain 
putative (Fridborg et al., 2013). Cette protéine a été détectée dans les ER bodies à l'aide de 
deux mutants, l'un exprimant ML3 couplée à la protéine fluorescente mCherry et l'autre 
exprimant ML3 couplet à la YFP (yellow fluorescent protein) placées sous contrôle du 
promoteur de ML3 (Figure 9 A et B). 
 
Cette protéine a également été détectée dans une fraction purifiée de vacuole ainsi que dans la 
fraction S100 obtenue par fractionnement subcellulaire contenant les protéines vacuolaires 
soluble, à l'aide d'un Western blot (Hakenjos et al., 2013). Cependant, le Western blot n'a pas 
détecté ML3 dans la fraction P1 enrichie en ER bodies suggérant que la localisation de ML3 
dans les ER bodies pourrait être artefactuelle (Figure 9 C et D). 
 
Toutefois, l'analyse des données de micro-array a permis de déterminer que ML3 
(AT5G23820) est coexprimé avec d'autres gènes en lien avec les ER bodies tel que NAI2 et 
PYK10 (Hakenjos et al., 2013). De plus l'expression de ML3 est fortement réduite chez un 
mutant nai1 mais pas chez un mutant nai2 indiquant que l'expression de ML3 est dépendante 
de NAI1 mais pas de la présence des ER bodies (Hakenjos et al., 2013 ; Figure 9 E et F). 
Ceci suggère donc un lien entre ML3 et les ER bodies. 
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A. Observation au 
microscope confocal de la 
protéine ML3 couplée à la 
protéine fluorescente 
mCherry spécifiquement 
présente dans les ER bodies 
(pointes de flèches). Celle-
ci co-localise partiellement 
avec la protéine Q4 qui est 
un marqueur du réseau du 
RE et de la membrane des 
ER bodies.  
B. Observation au 
microscope confocal de la 
ML3 fusionnée avec la YFP 
qui est également localisée 
dans les ER bodies.  
C. Western blot réalisé sur 
une fraction purifiée de 
vacuole montrant la présence de ML3 dans cette fraction ainsi que la V-ATPase, un marqueur 
vacuolaire.  
D. Western blot marquant la protéine ML3 sur un fractionnement subcellulaire. ML3 est détectée 
uniquement dans la solution totale (T) avant centrifugation, et dans le surnageant obtenu après 
centrifugation à 100000g (S100) contenant les protéines vacuolaires solubles et non dans la fraction 
P1 contenant les ER bodies. La GFP-HDEL connue pour être présente spécifiquement dans le réseau 
du RE et les ER bodies est retrouvée essentiellement dans les fractions P1 (enrichie en ER bodies), P8 
(enrichie en petit ER bodies), P100 (contenant le réseau du RE).  
E. Expression normalisée du gène ML3 chez des plantules sauvages (WT), chez le mutant ml3 et chez 
le mutant nai1 indiquant que le gène ML3 n'est que très peu exprimé chez le mutant nai1. 
F. Western blot détectant l'abondance de ML3 chez les plantules sauvages (WT), et chez les mutants 
nai1-3, nai2-2 et nai2-3. CDC2 est utilisée comme protéine de référence. 
(Adaptés de Hakenjos et al., 2013) 
 
Figure 9 : Localisation de 
ML3 dans les ER bodies et 
la vacuole. 
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Par ailleurs, ML3 serait impliquée dans la signalisation de l'acide jasmonique (JA) en agissant 
en amont de la AtMPK4 (une mitogen-activated protein kinase) un important régulateur de la 
réponse aux blessures et impliqué dans la voie de signalisation du JA (Fridborg et al., 2013). 
Et, l'expression de ML3 est stimulée par une application de MeJA ou encore lorsque la plante 
est attaquée par des larves de Spodoptera littoralis et Plutella xylostella (Fridborg et al., 
2013). En outre, un mutant ml3, déficient pour cette protéine, est plus sensible à certains 
pathogènes tels que la larve S. littoralis (Fridborg et al., 2013) ou tel que le champignon 
Alternaria brassicicola qui vont être sensibles aux défenses de la voie du JA (Hakenjos et al., 
2013). Ce même mutant ml3 est parallèlement moins sensible à Pseudomonas syringae 
(Hakenjos et al., 2013), une bactérie connue pour inhiber la voie de l'acide salicylique (SA) et 
exacerber la voie du JA chez la plante afin de contourner les défenses de la plante (Melotto et 
al., 2008). 
 
Tous ces éléments sont en faveur du rôle de ML3 dans la mise en place de défenses de la 
plante, spécifiquement à travers la voie du JA. Sa présence dans les ER bodies n'étant pas 
parfaitement élucidée mais fortement suggérée, on peut émettre l'hypothèse qu'elle n'est peut-
être que transitoire ou induite en cas d'élicitation par le MeJA ou de blessure. 
 
I.2.2.D.c. Les ER bodies source de stress lors de la mutation du gène ERMO3.  
 
La présence des ER bodies chez la plante nécessite indirectement une autre protéine. Il s'agit 
de la protéine ENDOPLASMIC RETICULUM MORPHOLOGY3 (ERMO3), aussi appelée 
MODIFIED VACUOLE PHENOTYPE1 (MVP1) ou GOLGI DEFECTIVE36 (GOLD36) 
(Agee et al., 2010, Marti et al., 2010, Nakano et al., 2012). Cette protéine est requise pour un 
bon transport des protéines entre le RE et l'appareil de Golgi via les vésicules COPII (Nakano 
et al., 2012). Par ailleurs, l'absence de cette protéine, chez le mutant ermo3, entraine la 
formation de gros agrégats du RE combinés à d'autres organelles, mais, uniquement dans les 
cellules présentant des ER bodies (Agee et al., 2010, Marti et al., 2010, Nakano et al., 2012 ; 
Figure 10). 
Ceci suggère donc un fort lien avec les ER bodies. Toutefois, le mutant ermo3 ne présente pas 
de modification particulière de la morphologie des ER bodies puisque cette protéine n'entre 
pas dans leur composition mais est sécrétée dans la vacuole. Cependant son lieu d'action 
semble se situer entre le RE et l'appareil de Golgi (Nakano et al., 2012).  
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Observation au microscope confocal de cellules épidermiques de cotylédons exprimant la 
GFP-HDEL. La plantule GFP-h ne présentant pas d'autre mutation que l'introduction de la 
GFP-HDEL, possède des ER bodies (flèches blanches) ainsi qu'un réseau du RE 
correctement structuré. Tandis que le réseau du RE du mutant ermo3-1, possédant également 
la GFP-HDEL, forme de gros agrégats (pointes de flèches rouges). Cependant, la mutation 
n'empêche pas la formation des ER bodies (flèches blanches). Barres d'échelles = 10 µm.  
(Adapté de Nakano et al., 2012) 
 
En outre, il a été montré que ERMO3 interagit avec le gros complexe PYK10 (dont les 
composés sont essentiellement sous contrôle de NAI1) suggérant que la protéine ERMO3 
pourrait être impliquée dans la régulation de ce complexe enzymatique (Nakano et al., 2012).  
Nakano et al. (2012) suggère que l'absence de ERMO3 entrainant une altération 
d'organisation du RE, induit un défaut dans la sécrétion des protéines entre le RE et le Golgi, 
ce qui pourrait donc inclure les protéines principales du complexe PYK10 tels que 
PBP1/JAL30. Or, comme le complexe PYK10 est un énorme complexe protéique, sa 
formation intempestive dans des cellules saines pourrait entrainer une agrégation anormale du 
RE et des autres organelles. ERMO3 serait donc essentiel au bon fonctionnement du système 
ER body.  
Les ER bodies sont donc constitués de plusieurs protéines qui leur confèrent des rôles divers 
essentiellement en défense face aux pathogènes mais également dans la gestion de stress 
abiotique. Parallèlement certaines de ces protéines sont essentielles à la formation des ER 
bodies. Ce processus de formation des ER bodies n'est pas encore complètement compris mais 
une piste sérieuse basée sur l'étude de ces protéines a déjà été formulée. 
Figure 10 : Effet de la mutation du gène ERMO3 sur la structure du RE 
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I.2.3. Formation des ER bodies 
 
Le processus de formation des ER bodies n'est pas évident à déchiffrer mais il est clair que 
certaines protéines sont indispensables. Tout d'abord, le facteur de transcription NAI1 est 
indispensable à la transcription des gènes PYK10 et NAI2 dont les protéines semblent devoir 
interagir puis s'accumuler pour ensuite faire bourgeonner une partie du RE et ainsi déclencher 
l'émergence d'un ER body. Parallèlement, NAI2 serait susceptible d'interagir avec MEB1 et 
MEB2 afin de structurer la membrane spécifique des ER bodies (Nakano et al., 2014 ; Figure 
11). Il est possible que l'aspect fusiforme caractéristique des ER bodies soit permis grâce à 
l'interaction de différentes protéines présentes dans leur membrane telles que des protéines 
spécifiques du maintien de la morphologie du RE comme suggéré par Nakano et al. (2014). 
Toutefois, il n'y a, à l'heure actuelle, aucune donnée précise sur ce point. 
A. NAI1 est exprimé dans les cellules pour réguler la formation des ER bodies en induisant 
l'expression de PYK10, NAI2, MEB1 et MEB2. B. PYK10 et NAI2 pourraient physiquement interagir 
pour former la structure des ER bodies à partir du RE. C, D. NAI2 forme un complexe avec MEB1 et 
MEB2 puis les recrute dans les ER bodies pour former la membrane spécifique des ER bodies. 
(Adapté de Nakano et al., 2014) 
 
  
Figure 11 : Modèle de formation des ER bodies dans les plantules d'Arabidopsis thaliana. 
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I.2.4. Fonction des ER bodies 
 
L'étude de la composition des ER bodies a permis de clarifier le rôle des ER bodies et de 
dégager de grandes tendances. L'identification de certaines protéines des ER bodies suggère 
l'implication de ces composés dans la réponse à différents stress d'origines abiotiques. 
Cependant, une implication dans la réponse face aux stress biotiques semble être la fonction 
centrale des ER bodies.  
 
I.2.4.A. Rôle des ER bodies face aux stress biotiques 
 
Les ER bodies ont une distribution bien spécifique dans les tissus de la plante. On les trouve 
dans les cellules épidermiques des cotylédons mais pas dans le mésophylle. De même, les ER 
bodies sont absents des cellules de la stèle de la racine tandis qu'ils sont retrouvés dans 
l'endoderme, le cortex et le rhizoderme (Nakano et al., 2014). Parallèlement, les ER bodies 
sont absents de la plupart des feuilles en rosette hormis dans quelques cellules épidermiques 
le long des veines primaires et secondaires (Nakano et al., 2012). La spécificité de cette 
distribution des ER bodies à travers la plante suggère qu'ils sont présents spécifiquement aux 
interfaces avec les organismes extérieurs. 
 
I.2.4.A.a. Induction de ER bodies par blessures et par traitement au MeJA 
 
En effet, nous avons vu que des blessures et des traitements avec la phytohormone MeJA 
induisent la formation de nouveaux ER bodies (Matsushima et al., 2002 ; Ogasawara et al., 
2009), ce qui est caractéristique d'une réactivité à des stress biotiques.  
 
I.2.4.A.b. Implication dans les interactions avec le champignon bénéfique 
Piriformospora indica 
 
Sherameti et al. (2008) ont mis en évidence le rôle majeur joué par PYK10 et NAI1 dans le 
contrôle de l'invasion de la racine par un champignon endophyte bénéfique : Piriformospora 
indica. L'implication de ces 2 éléments centraux pour l'organisation des ER bodies suggère 
fortement que les ER bodies jouent un rôle important dans l'interaction avec ce micro-
organisme d'autant plus que ce champignon colonise précisément le rhizoderme et le cortex 
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(Jacobs et al., 2011), les 2 tissus les plus riches en ER bodies (Figure 12 A, B). 
Ce champignon tellurique, de la famille des Sebacinaceae, améliore le prélèvement des 
nutriments du sol, améliore la résistance au stress salin et hydrique, procure une meilleure 
résistance aux toxines et métaux lourds ainsi qu'à des organismes pathogènes et stimule la 
production de graines et la croissance de nombreuses plantes dont Arabidopsis thaliana 
(Schäfer et al., 2007). 
Il a été révélé que des mutants nai1 et pyk10 sont surcolonisés par le champignon entrainant 
une perte des effets bénéfiques (Sherameti et al., 2008 ; Figure 12 C). Les effets du 
champignon sont identiques chez les mutants pyk10 et nai1. En outre, les transcrits de PYK10 
étant minimaux chez nai1, il semble que ce soit PYK10 qui soit indispensable au contrôle du 
champignon. De plus, la présence des autres BGLUs n'empêche pas l'apparition du phénotype 
(Sherameti et al., 2008). PYK10 étant indispensable à la formation des ER bodies, il semble 
que les ER bodies par le biais de PYK10 soient nécessaires pour empêcher la surcolonisation 
de la racine par le champignon. Ces observations mettent également en exergue le rôle central 
de PYK10 dans les interactions des cellules racinaires avec les micro-organismes. 
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A. Le champignon endophyte Piriformospora indica 
se développe dans le rhizoderme et le cortex 
d'Arabidopsis en n'affectant pas l'endoderme ni le 
cylindre central. (Adapté de Jacobs et al., 2011) 
B. Observation au microscope à épifluorescence 
d'hyphes, marqués par le WGA-AF488, se 
développant dans une cellule du rhizoderme, 
caractérisés par des structures globulaires 
particulières (pointes de flèches). Les sites de 
pénétrations sont indiqués par des flèches. Barre 
d'échelle = 20 µm (Adapté de Jacobs et al., 2011). 
C. Effet de Pi. indica sur la croissance de plantules 
d'Arabidopsis sauvages (WT) et présentant une 
mutation de la protéine PYK10 (pii-4). -Pi. indica 
= sans le champignon ; +Pi. indica = avec le 
champignon (Adapté de Sherameti et al., 2008). 
 
I.2.4.A.c. Le complexe PYK10 
 
Pour identifier les gènes en liens avec PYK10, NAI1 et donc avec les ER bodies, les profils 
d'expression du génome du mutant nai1 ont été comparés à celui de Col-0. Cette étude a 
permis de révéler que l'expression de 340 gènes est réduite de moitié (Nagano et al., 2008). 
Parmi les 15 gènes les plus affectés, 5 codent pour des lectines apparentés à des jacalines 
(Jacaline related Lectine ou JAL) : JAL22, JAL23, PBP1/JAL30, JAL31 et JAL33. De plus, 2 
protéines apparentées aux lipases GDSL (Gly-Asp-Ser-Leu) (GLL) sont également fortement 
affectées : GLL23 et GLL25. Ceci indique que la transcription de ces gènes est très 
probablement régulée par NAI1 suggérant donc un lien avec le rôle des ER bodies. 
Figure 12 : Interactions entre Piriformospora indica 
et les racines d'Arabidopsis thaliana. 
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Par ailleurs, PYK10 est connu pour avoir une forme soluble inactive et une forme insoluble 
active. D'après Nagano et al. (2008), cette activation passe par la formation d'un large 
complexe enzymatique allant de 0,65 à plus de 70 µm de diamètre. Ce complexe a pu être 
enrichi dans une fraction centrifugée à 15000g (P15) puis purifié par centrifugation sur 
gradient de saccharose, le complexe ayant une densité bien distincte. Cette fraction purifiée a 
pu être analysée par MS/MS et ainsi les composants du complexe ont pu être identifiés et sont 
détaillés dans le tableau 2 (Nagano et al., 2008). 
Tableau 2 : Liste des protéines identifiées dans le complexe PYK10 (Adapté de Nagano et al., 2008) 
AGI code Gene name Description 
Fold change 
(Col-0/nai1-1) 
At4g24190 SHEPHERD ER type HSP90 0.68 
At3g16460 JAL34 Jacalin-related lectin 3.30 
At3g09260 PYK10/BGLU23 Glucosyl hydrolase family 1, b-glucosidase 4.31 
At5g08670 ATP ATP synthase a chain 0.94 
and/or At5g08680 ATP ATP synthase a chain 0.96 
and/or At5g08690 ATP ATP synthase a chain 0.95 
At3g16470 JAL35 Jacalin-related lectin 0.80 
At1g58270 ZW9 Meprin and TRAF homology-containing protein 0.97 
and At5g07440 GDH2 Glutamate hydrogenase 0.96 
At1g54000 GLL22 GDSL lipase-like protein 2.36 
Not identified       
At3g16420 PBP1/JAL30 Jacalin-related lectin 6.31 
and/or At3g16430 JAL31 Jacalin-related lectin 13.50 
At3g16450 JAL33 Jacalin-related lectin 22.35 
At5g26280   Meprin and TRAF homology-containing protein 2.33 
At1g66270 BGLU21 Glucosyl hydrolase family 1, b-glucosidase 1.63 
At1g66280 BGLU22 Glucosyl hydrolase family 1, b-glucosidase 1.45 
L'analyse du mutant pyk10-1 révèle que PYK10/BGLU23 semble posséder à lui seul 65% de 
l'activité enzymatique du complexe, les 35% restant étant très probablement dus à BGLU21 et 
BGLU22 (Nagano et al., 2008). 
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Les JALs semblent jouer deux rôles antagonistes. En effet, la taille du complexe est réduite 
chez les mutants jal23 et jal31-1 et jal31-2 indiquant que les JAL23 et JAL31 ont un effet 
polymérisant tandis qu'elle augmente chez les mutants jal22 et jal30/pbp1 indiquant que les 
JAL22 et JAL30 ont un effet inhibiteur (Nagano et al., 2008). Ceci indique que les JALs 
semblent réguler la taille du complexe de PYK10 de manière antagoniste et ce, même si ces 
JALs ne sont pas détectés dans le complexe : JAL22, JAL23 (tableau 2). Par ailleurs, l'action 
de JAL22 et JAL23 sur le complexe malgré l'absence de détection dans ce dernier n'a jamais 
été discutée dans la littérature ce qui est plutôt étonnant. Il n'est également pas évident d'y voir 
très clair dans les protéines jouant un rôle sur l'activité ou la structure du complexe, plusieurs 
éléments se contredisant les uns les autres. Par exemple, Nagano et al. (2008) montrent que le 
mutant pbp1-1 possède un complexe plus gros mais que l'activité du complexe chez ce mutant 
n'est pas différente de celle du sauvage tandis qu'ils indiquent aussi qu'un complexe plus gros 
semble réduire l'efficacité du complexe. Ce point n'a pas été rediscuté plus tard dans la 
littérature. 
Toutefois, Nagano et al. (2008) expliquent qu'un gros complexe permettrait de mieux protéger 
les BGLUs des inhibiteurs et/ou des protéases. Parallèlement, la formation de plus gros 
complexes signifie un nombre de complexes moins important. Donc si la concentration du 
substrat est faible, le produit de réaction sera donc limité par le nombre d'enzymes. Ainsi, il 
semble y avoir un effet de balance entre la protection des BGLUs actives contre les 
inhibiteurs et protéases d'une part, et maintenir une activité enzymatique efficace d'autre part 
(Nagano et al., 2008). 
Par ailleurs, les différents partenaires du complexe de la forme active de PYK10 sont répartis 
dans des compartiments bien distincts de la cellule : 
 Les BGLUs dans le RE et les ER bodies. 
 Les JALs dans le cytoplasme ou le cytosquelette. 
 Les GLLs dans la matrice extracellulaire. 
 
Ainsi la formation du complexe n'est permise qu'en cas de rencontre entre les différents 
partenaires suite à des blessures dégradant la paroi, le plasmalemme, le RE et les ER bodies, 
mettant alors en contact les 10 composés du complexe. 
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I.2.4.A.d. Les substrats du complexe PYK10 
 
Jusqu'en 2010, seulement 2 substrats synthétiques de PYK10 et donc par extension de son 
complexe (la forme soluble non complexée étant inactive) ont été reportés via des expériences 
in vitro : le 4-methylumbelliferyl (4-MU)-glucoside, le 4-MU-fucoside (Matsushima et al., 
2004 ; Nagano et al., 2005). Mais en 2010, Ahn et al. ont exprimé BGLU21, BGLU22 et 
BGLU23 avec PBP1 (JAL30) et PBP2 (JAL31) dans des cellules d'insectes permettant ainsi à 
ces cellules de former le complexe enzymatique. Dans ce système hétérologue, ils ont donc pu 
étudier l'activité enzymatique de ces protéines contre plusieurs substrats naturels, sachant que 
le lysat de ces cellules ne possède pas d'activité β-glucosidique avant transformation. Ils ont 
ainsi révélé que ces BGLUs sont capables d'hydrolyser spécifiquement la scopoline ainsi que 
d'autres glucosides ayant une structure similaire (Tableau 3). 
Tableau 3 : Spécificités des substrats des BGLU21, 22 et 23 recombinantes envers plusieurs β-
glucosides naturels et synthétiques. (Les activités à 100% pour les 3 BGLUs envers la scopoline sont 
respectivement : 11 ± 0,8 ; 10 ± 0,5 ; 16 ± 1,8 nmol.s 
−1
 par mg de protéine) (Adapté de Ahn et al., 
2010) 
Substrate Structure 
Relative activity (%) 
BGLU21 BGLU22 BGLU23 
Scopolin 
 
  
100 100 100 
Esculin 
 
33 ± 4.7 31 ± 1.1 72 ± 8.3 
4-MU-glucoside 
 
9 ± 1.2 0 19 ± 3.5 
DIMBOA-glucoside  
 
2 ± 0.3 7 ± 2.2 5 ± 0.2 
pNP-glucoside 
 
0 0 0 
oNP-glucoside 
 
0 0 0 
Sinigrin   0 0 0 
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La scopoline est un composé particulièrement intéressant, exprimé principalement dans les 
racines. C'est une coumarine composée d'une partie glucidique et d'un aglycone : la 
scopolétine. Le résultat de son hydrolyse par les BGLUs, eux aussi essentiellement produits 
dans les racines, entraine la séparation de ces 2 parties (Ahn et al., 2010 ; Figure 13). 
 
Figure 13 : Structures de la scopoline et de la scopolétine.  
La scopoline est donc le β-O-glucoside de la scopolétine, une phytoalexine. Ces 2 molécules 
sont capables d'inhiber la croissance du tube de germination du Sclerotinias clerotiorum (Prats 
et al., 2006). De plus, il a été montré que la scopolétine est toxique vis à vis de Fusarium 
oxysporum, Fusarium solani, Rhizopus stolonifer, et Lasiodiplodia theobromae (Peterson et 
al., 2003). Par ailleurs, l'inhibition de la croissance de Fusarium oxysporum est plus 
importante avec la scopolétine que la scopoline suggérant que les β-glucosidases joueraient un 
rôle important dans cette activité (Nakano et al., 2014). 
Parallèlement, en mettant en présence les BGLUs 21, 22 et 23 avec PBP1/JAL30 et 
PBP2/JAL31 l'activité des BLGUs vis à vis de la scopoline est fortement augmentée d'une 
manière dose dépendante (Ahn et al., 2010 ; Tableau 4). Ceci indique que la formation du 
complexe PYK10 est essentielle à une bonne activité enzymatique. Toutefois, l'inactivation de 
PBP1 n'affecte pas l'interaction bénéfique entre le champignon endophyte Piriformospora 
indica et Arabidopsis thaliana (Sherameti et al., 2008). Ceci indique que PBP1 n'est pas 
indispensable dans le contrôle de l'interaction entre ce champignon et la racine d'Arabidopsis, 
d'autres JALs tels que PBP2 comblent, probablement, suffisamment ce manque. 
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Tableau 4 : Activité hydrolytique des BGLUs sur la scopoline (en nmol.s
-1
.mg_de_protéine
-1
) après 
incubation avec différents ratios molaires de PBPs pendant 2h. (Adapté de Ahn et al., 2010) 
Molar ratio BGLU21 BGLU22 BGLU23 
(BGLU:PBP) PBP1 PBP2 PBP1 PBP2 PBP1 PBP2 
01:00 9 ± 1.3 8 ± 0.7 10 ± 0.5 8 ± 0.3 13 ± 0.8 14 ± 0.2 
01:01 26 ± 2.4 13 ± 1.5 28 ± 1.4 12 ± 2.5 37 ± 1.4 32 ± 2.9 
01:02 32 ± 3.5 19 ± 2 34 ± 2.5 19 ± 3 46 ± 2.5 39 ± 1.3 
01:03 34 ± 1.9 18 ± 3 32 ± 2.9 20 ± 1.7 49 ± 2.9 40 ± 1.7 
01:04 28 ± 4 20 ± 2.7 29 ± 1.8 16 ± 2.1 42 ± 5 31 ± 2.1 
 
 
I.2.4.A.e. Fonctionnement des ER bodies et du complexe PYK10 
 
Les membres formant le complexe enzymatique de PYK10 ainsi que le substrat sont donc 
séparés dans différents compartiments d'une même cellule. Plusieurs cas de figure peuvent 
alors entrainer la formation du complexe et l'hydrolyse du substrat. Le premier cas proposé 
dans la littérature est celui du "Single cell collapse" où les différents membres du complexe se 
rencontrent après rupture des différentes structures subcellulaires suite à un dommage causé 
aux tissus (blessure, mastication, PCD) (Figure 14 A ; Nagano et al., 2005, 2008 ; Yamada et 
al., 2011 ; Nakano et al., 2014). Le second cas de figure est la co-sécrétion du contenu des 
différents composés dans l'apoplasme (Figure 14 B) (Nakano et al., 2014), et peut, peut-être, 
survenir après la troisième possibilité qui consiste à la translocation du contenu des ER bodies 
et peut-être des autres partenaires du complexe, dans la vacuole (Figure 14 C) (Nakano et al., 
2014). 
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Figure 14 : Proposition de 3 modèles pour la formation du complexe PYK10. 
Dans les racines, les β-glucosidases (BGLUs) contenus dans les ER bodies ne peuvent hydrolyser les 
glucosinolates contenus dans la vacuole. Cela est pourtant nécessaire afin que la plante se défende en 
cas d'agression et peut donc se produire. Plusieurs procédés hypothétiques expliquent la rencontre 
entre ces enzymes et leur(s) substrat(s). (i) La destruction des compartiments subcellulaires ; (ii) la 
co-sécrétion des enzymes et des substrats et/ou (iii) la translocation des enzymes dans la vacuole. 
(Adapté de Nakano et al., 2014) 
 
I.2.4.B. Rôle des ER bodies face aux stress abiotiques 
I.2.4.B.a. Réaction aux stress salins 
 
Des observations réalisées après induction de stress salin sur des plantules d'Arabidopsis 
exprimant la GFP-HDEL ont révélé la capacité des ER bodies à fusionner avec la vacuole. 
Ceci survient avec la mort cellulaire qui est confirmée par une coloration au iodure de 
propidium (Hayashi et al., 2001 ; Figure 6). Parallèlement, nous avons vu que les ER bodies 
pourraient contenir des précurseurs de protéases : RD21 et γVPE. Ces protéases, une fois dans 
la vacuole, peuvent jouer pleinement leur rôle lors de mise en place de réaction hypersensible 
ou de mort cellulaire. 
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I.2.4.B.b. Implication des ER bodies dans la tolérance ou l'import des métaux 
 
Il a été montré qu'une déplétion en fer (Fe) stimule la production d'un transporteur ATP-
binding cassette ABCG37 (PDR9) permettant la sécrétion de scopolétine dans la rhizosphère 
(Fourcroy et al., 2014). Le mutant pdr9 ne sécrète pas la scopolétine et accumule ses dérivés 
tels que la scopoline à l'intérieur des tissus. De plus, ce mutant présente une diminution de la 
tolérance au fer suggérant l'intervention de la scopolétine dans la mise à disposition du fer 
pour son absorption par la plante. 
Parallèlement, nous avons vu que la membrane des ER bodies portait les protéines MEB1 et 
MEB2 pouvant jouer un rôle de transporteur de métaux tels que le fer et le manganèse. Ainsi 
l'hypothèse a été émise que dans le cas d'une diminution de la quantité de fer disponible, les 
ER bodies fusionneraient avec la membrane plasmique afin de libérer les BGLUs dont 
PYK10 et ainsi hydrolyser la scopoline qui elle serait sécrétée via les transporteurs ABCG37. 
La scopolétine, alors libérée, pourrait ainsi chélater le fer et favoriser son absorption vers la 
cellule via les transporteurs MEB transférés à la membrane plasmique lors de la fusion des ER 
bodies (Nakano et al., 2014, FIGURE 15). 
Les ER bodies pourraient fusionner avec la membrane plasmique lors de conditions limitantes en fer 
entrainant une relocation de MEB1 et MEB2 à la membrane plasmique et la sécrétion de PYK10 dans 
l'apoplaste. La scopoline, sécrétée via les transporteurs ABCG37, est ensuite convertie en scopolétine 
par PYK10. En retour, la scopolétine aide les cellules à absorber le fer via son activité chélatrice. 
L'absorption du fer pourrait ensuite être prise en charge par les transporteurs MEBs.  
(Adapté de Nakano et al., 2014) 
Figure 15 : PYK10 et les ER bodies pourraient jouer un rôle dans l'absorption du fer via 
l'hydrolyse de la scopoline. 
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Nakano et al. (2014) suggèrent, malgré tout, que la production de phénylpropanoïdes (dont la 
scopoline et la scopolétine font partie) est stimulée par la lumière (Hemm et al., 2004), or 
l'expérience de Fourcroy et al., (2014) est réalisée sur des plantules cultivées sur des plaques 
d'agar exposant les racines à la lumière. Ceci pourrait donc suggérer que le mécanisme 
d'absorption du fer via la scopolétine est peut-être moins important dans le sol. 
 
I.3. La racine 
 
La racine est un organe vital pour la plante. Outre son rôle d'encrage, la racine est surtout un 
organe d'échange avec le sol. Elle y puise l'eau et les sels minéraux dont elle a besoin, et va 
interagir avec de nombreux organismes : des micro-organismes bénéfiques et pathogènes, des 
insectes herbivores, des nématodes, etc... (van Dam, 2009).  
Afin de pouvoir mener à bien ces interactions et d'assurer au mieux le prélèvement de l'eau et 
des minéraux, la racine croit constamment.  
 
I.3.1. Structure et croissance racinaire 
 
La racine possède une structure relativement simple (Figure 16 A) qui est établie durant 
l'embryogénèse (Dolan et al., 1993). A l'extrémité distale se trouve la coiffe racinaire 
comprenant la columelle (responsable du gravitropisme) et la coiffe latérale. Entre la coiffe et 
le corps proximal de la racine se trouve le centre quiescent autour duquel se situe un petit 
nombre de cellules souches (ou initiales) qui va générer l'ensemble des types cellulaires via 
des divisions cellulaires successives (Scheres et al., 2002 ; Figure 16 B-1). La coiffe racinaire 
joue un rôle primordial pour la racine puisqu'elle assure le premier contact avec le sol en 
sécrétant différents exsudats pour modeler la rhizosphère (Jones et al., 2009). Au dessus de 
cette zone, se trouve le corps principal de la racine qui est formé par des couches 
concentriques de tissus aux propriétés fonctionnelles spécifiques. Depuis l'extérieur vers 
l'intérieur on trouvera le rhizoderme, le cortex, l'endoderme, le péricycle et la stèle qui se situe 
au centre de la racine. Dans les jeunes racines d'Arabidopsis, hormis la stèle, les différents 
tissus sont composés d'une seule couche de cellules (Figure 16 A et B-2). Toutefois, dans 
d'autres stades de développement et chez d'autres espèces le cortex et la stèle peuvent avoir un 
nombre de couches de cellules qui varie fortement. 
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.  
A. Représentation schématique d'une coupe longitudinale de la racine. Les premières couches cellulaires de 
l'épiderme (rouge), cortex (vert), endoderme (jaune), et du péricycle (violet) entourent les tissus vasculaires 
centraux : la stèle (gris). Les cellules extérieures sont organisées en couches concentriques. Les cellules de 
ces tissus présentent un gradient développemental proximal et distal tirant leurs origines des cellules souches 
entourant le centre quiescent (bleu clair). Elles transitent à travers les zones méristématiques proximale et 
distale pendant leur phase de division puis subissent une expansion cellulaire rapide dans la zone d'élongation 
Figure 16 : Structure de la racine primaire d'Arabidopsis thaliana. 
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avant d'entrer dans la zone de différenciation. Les racines latérales se forment à partir du péricycle.  
Tous les tissus de la racine sont générés de novo. 
(Adapté de Benfey et al., 2010) 
B. 1. Représentation schématique de la structure de la coiffe indiquant les origines de chaque type cellulaire. 
Les cellules encadrées en rouge sont les cellules souches à l'origine de chaque type cellulaire de la racine 
primaire. 2. Représentation schématique d'une coupe transversale de la zone de différenciation de la racine. 
On peut observer la disposition en couche concentrique de chaque type cellulaire. Notons également la 
position précise des trichoblastes en face de la jointure de 2 cellules corticales. 
CEI = Cortex/endodermal initials, ces cellules se divisent pour donner le CEID. 
CEID = Cortex/endodermal initials daugther, ces cellules seront à l'origine du cortex et de l'endoderme suite à 
une division périclinale.  
LRCEI = Lateral root cap / epidermis initials, ces cellules seront à l'origine de la coiffe latérale et de 
l'épiderme. 
(Adapté de Petricka et al. 2012) 
La première zone que l'on trouve au dessus de la coiffe est la zone méristématique où les 
cellules vont continuer à se diviser. Cette zone méristématique peut-être divisée en 2 "sous 
zones", la première, plus proche de l'apex : le méristème distal, possède l'activité mitotique la 
plus importante tandis que dans le méristème proximal la fréquence des mitoses est plus faible 
mais ici les cellules commencent à s'élargir et à se spécialiser (de Smet et al., 2007, Bennet 
and Scheres 2010). Puis en arrêtant de se diviser les cellules quittent la zone méristématique 
et vont commencer à s'allonger dans la zone d'élongation. Enfin après cette élongation 
importante, responsable de l'essentiel de la croissance racinaire primaire, c'est dans la zone de 
différenciation que les poils absorbants commencent à émerger à partir des trichoblastes 
suivant une disposition bien précise : chaque trichoblaste ce situe au-dessus de la jonction 
enter 2 cellules corticales. Dans les jeunes racines primaires d'Arabidopsis, comme il y a 8 
cellules corticales, il y a donc 8 trichoblastes et 10 à 14 atrichoblastes (Grierson and 
Schiefelbein, 2002, 2014 ; Figure 16 B-2). 
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I.3.2. La défense de la racine 
 
Les plantes et les autres organismes présents dans leur environnement ont co-évolué au cours 
du temps, et dans certains cas cela a donné lieu à des interactions particulières. De plus, le sol 
est un environnement où la vie prolifère sous toutes ses formes. Ici les racines côtoient un 
grand nombre d'organismes (bactéries, champignons, oomycètes, protistes, insectes, animaux 
vertébrés, etc...) parmi lesquels beaucoup attaqueront la racine pour se nourrir et se 
développer (Van Dam, 2009 ; Figure 17). Par ailleurs, certains micro-organismes du sol ont 
développé des relations mutualistes avec les plantes tels que les bactéries fixatrices d'azote ou 
les champignons symbiotiques, ou des relations coopératives comme avec les PGPR (Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria) (Drogue et al., 2012). De telles associations sont connues 
pour améliorer la croissance des plantes mais également stimuler leur défenses faces aux 
pathogènes (Jung et al., 2012 ; Pineda et al., 2010). Tandis que d'autres organismes ont plutôt 
évolué dans des relations conflictuelles avec les plantes pouvant entrainer des maladies si la 
plante ne parvient pas à se défendre.  
 
Figure 17 : Vue d'ensemble de la diversité 
des organismes se nourrissant des racines. 
(Adapté de Van Dam, 2009) 
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I.3.2.A. Les interactions plantes-pathogènes 
 
Avant que la maladie ne soit déclarée chez la plante, le bioagresseur doit d'abord passer 
plusieurs barrières de défenses. Se met donc en place un bras de fer entre la plante et le 
pathogène. Les deux protagonistes usent de tout l'arsenal dont ils disposent, entrainant soit la 
résistance de la plante soit le déclenchement de la maladie. Pour se défendre la plante va 
notamment renforcer sa paroi en synthétisant de la callose, un polymère de glucoses liés en β-
1-3, et de la lignine. La plante va également produire des métabolites secondaires 
antimicrobiens tels que les phytoalexines et accumuler des protéines de défenses appelées 
pathogenesis-related (PR) protéines telles que des chitinases et glucanases qui vont dégrader 
les parois des champignons et des oomycètes (Pieterse et al, 2009). 
Mais tout d'abord, la première barrière de défense rencontrée par le bioagresseur est de nature 
physique. Chez les plantes supérieures, ce rôle est le plus souvent joué par la paroi cellulaire 
dans les racines, ou par la cuticule dans les parties aériennes. Si le bioagresseur parvient à 
franchir la première barrière, la plante va alors déclencher une résistance locale acquise 
(Local Acquired Resistance ou LAR) qui va s'appliquer au site d'infection et aux cellules 
environnantes afin de limiter au maximum la progression du pathogène. 
 
De plus, en franchissant la première barrière, le bioagresseur libère différents signaux qui vont 
être captés par la plante comme des signaux d'agression. Ces signaux peuvent provenir du 
micro-organisme MAMP ou PAMP (Microbe / Pathogen Associated Molecular Patterns). Il 
est à noter qu'il existe une différence entre les PAMPs et les MAMPs. En effet, tandis que les 
PAMPs sont issus uniquement de pathogènes, les MAMPs comprennent également les 
molécules issues de micro-organismes bénéfiques tels que les PGPR (He et al., 2007 ; 
Mackey et al., 2006 ; Boller et Fellix, 2009). Ces composés peuvent être des molécules de la 
surface des cellules telles que la flagelline et des lipopolysaccharides, ou des composés qui 
sont excrétés par les microbes tels que les siderophores chélatant le Fe
3+
, des antibiotiques, 
des biosurfactants ou encore des composés volatiles organiques (Bakker et al., 2007 ; Van 
Wees et al., 2008 ; Van der Ent et al., 2009 ; Pineda et al., 2010). Les signaux perçus par la 
plante peuvent également être issus d'herbivores : les Herbivores Associated Molecular 
Patterns (ou HAMP) ou encore de la plante elle même via les résidus dégradés de la paroi 
appelés DAMP (Damage-Associated Molecular Patterns) (Lotze et al., 2007). 
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Ces molécules (PAMP, MAMP, HAMP et DAMP) sont des signatures très précises qui vont 
être perçues par la cellule hôte via des récepteurs spécifiques situés sur la membrane 
plasmique appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) (Gómez-Gómez et Boller, 2000 ; 
2002 ; Nicaise et al., 2009). Leur reconnaissance par la plante déclenche la PTI (PAMP 
Trigger Immunity). La PTI se caractérise le plus souvent par des réactions précoces comme la 
libération d'espèces réactives d'oxygènes (ROS). Les pathogènes n'arrivant pas à éviter ou 
supprimer la PTI seront alors incapables de déclencher la maladie.  
Toutefois, nombre de pathogènes vont contourner la PTI en libérant des effecteurs. Ces 
derniers sont des protéines de virulence qui vont mimer ou inhiber certaines fonctions 
cellulaires déclenchant alors l'ETS (Effector Trigger Susceptibility) (Zipfel, 2009). En retour, 
si la plante et le pathogène ont co-évolué ensemble, la plante va pouvoir reconnaitre ces 
effecteurs ultra-spécifiques par des récepteurs tout aussi spécifiques appelés récepteurs R 
caractérisant ce qui est appelé "la réponse gène pour gène" et ainsi placer la plante en ETI 
(Effector Trigger Immunity). L'ETI est une version accélérée et amplifiée de la PTI 
caractérisée le plus souvent par une nouvelle émission de ROS ainsi que par la mise en place 
de la réponse hypersensible au site d'infection correspondant à un programme de mort 
cellulaire (PCD) (Jones et Dangl, 2006). À cela le pathogène peut répondre en émettant 
d'autres effecteurs pour contourner l'ETI replaçant la plante en ETS, et c'est finalement le 
vainqueur de ce rapport de force qui remportera la bataille (FIGURE 18 ; Jones et Dangl 
2006). 
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Dans la phase 1, la plante perçoit les MAMPs/PAMPs (Microbe/Pathogen Associated Molecular 
Pattern) via ses récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor) et déclenche alors la PTI (PAMP 
Trigger Immunity). Dans la phase 2, en réponse le pathogène émet des effecteurs pour 
supprimer/contourner la PTI et reprendre le dessus entrainant l'ETS (Effector Trigger Susceptibility) 
chez la plante. En phase 3, la plante reconnait un effecteur (bille rouge) à l'aide d'un récepteur 
spécifique codé par un gène de résistance R (Avr-R), déclenchant alors l'ETI (Effector Trigger 
Immunity), une version amplifiée de la PTI qui le plus souvent entraine une réponse hypersensible 
(HR) avec mort cellulaire. En phase 4, le pathogène peut produire de nouveaux effecteurs pour 
replacer la plante en ETS. En phase 5, si la plante en est capable, elle va produire de nouveau 
récepteur Avr-R afin de remettre la plante en ETI.  
L'amplitude maximum de la résistance ou la susceptibilité à la maladie est proportionnelle à [PTI – 
ETS + ETI].  
(Adapté de Jones et Dangl 2006). 
Parallèlement à la mise en place de la LAR au site d'agression, des messages d'alerte vont être 
émis et diffusés dans le reste de la plante via les tissus conducteurs pour induire une résistance 
systémique. Un modèle de deux voies de résistance systémique ont été proposées chez la 
plante, elles sont très complexes, le plus souvent antagonistes et ne répondent pas aux mêmes 
types de pathogènes (Figure 19).  
Figure 18 : Modèle en zigzag des interactions plantes-micro-organismes 
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Figure 19 : Représentation schématique et simplifiée des réponses systémiques. 
A. Représentation schématique et simplifiée des réponses systémiques aqcuises (SAR) et induites 
(ISR). La résistance systémique acquise (SAR) est activée dans les tissus sains d'une plantule après une 
infection locale via un signal mobile se déplaçant à travers le système vasculaire pour activer les réponses 
de défenses dans les autres tissus. L'acide salicylique (SA) est le signal essentiel à la mise en place de la 
SAR en permettant d'activer de nombreux gènes de PR protéines. La résistance systémique induite (ISR) 
est activée lors de la colonisation de la racine par des micro-organismes bénéfiques tels que les PGPR. 
Comme la SAR, un signal voyage à travers la plante pour activer l'immunité systémique dans les parties 
souterraines de la plante. Cette réponse, régulée par les voies de signalisation de l'acide jasmonique et de 
l'éthylène, n'est pas associée directement avec l'activation de gènes PR protéines. Les deux réponses SAR 
et ISR sont efficaces contre un large spectre de pathogènes. (Adapté de Pieterse et al., 2009). 
 
B. Nouveau modèle représentant divers moyens d'induire l'ISR. L'ISR peut-être déclenchée suite à une 
infection par des pathogènes (flèche rouge), des insectes herbivores (flèche bleue), et par la colonization 
de la racine par des microorganismes bénéfiques (flèche violette). L'ISR implique des signaux qui 
sont véhiculés sur des grandes distances via les tissus conducteurs ou par des composés volatiles 
transportés dans l'air. Cette ISR est propagé de manière systémique induisant des capacitées de 
défenses efficaces contre un large spectre de nuisibles et pathogènes dans les zones de la plantes 
encore saines. Ainsi, les attaques secondaires (2°) par des pathogènes ou des herbivores sur les tissues 
activées par l'ISR, entrainent nettement moins de dommages que sur les tissus attaqués en premiers (1°). 
(Adapté de Pieterse et al, 2014)  
A B 
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D'un côté il y a la résistance systémique acquise (Systemic Acquired Resistance ou SAR). 
Cette résistance est modulée par une phytohormone : le SA. La SAR active un panel 
spécifique de gènes de PR protéines (van Loon et al., 2006). La SAR est essentiellement 
efficace contre les pathogènes de types biotrophes et hémibiotrophes (Delaney et al., 1994 ; 
Kinkema et al., 2000 ; Wildermuth et al., 2001). 
Toutefois la SAR est essentiellement efficace contre les pathogènes biotrophes mais inefficace 
contre les pathogènes nécrotrophes. En réponse à ce type de pathogène, la plante répondra en 
activant la voie de résistance systémique induite (Induced Systemic Resistance ou ISR). L'ISR 
est régulée par le JA et l'éthylène. L'ISR permet une réponse plus efficace face aux pathogènes 
de type nécrotrophe et peut être également déclenchée par des micro-organismes bénéfiques 
tels que les PGPR et les insectes (Pieterse et Van Loon, 1999 ; Pieterse et al., 2001 ; Jourdan 
et al., 2008 ; Bari et Jones, 2009 ; Pieterse et al., 2009). 
Ces deux résistances : SAR et ISR permettent de résister à un large spectre de pathogènes.  
Pour la suite de ce travail, nous nous focaliserons essentiellement sur les voies de 
défenses modulées par le JA. 
 
I.3.2.A.a. La voie de défense de l'acide jasmonique (JA) 
 
Les jasmonates, comprenant le JA et ses dérivés cyclopentanones sont très largement présents 
dans le monde végétal. Ils sont des dérivés de lipides et sont synthétisés à partir de l'acide 
linolenique par la voie des octadécanoïdes dans les tissus sains (Sembdner et Parthier 1993) et 
par une autre voie dans les tissus blessés.  
 
I.3.2.A.a.1.  Actions de la voie du JA 
 
Les jasmonates, via l'ISR, affectent un grand nombre de processus au niveau physiologique, 
cellulaire et moléculaire. Au niveau physiologique, on pourra citer par exemple : l'inhibition 
de la croissance de la plantule et de la racine ; la promotion de la sénescence foliaire ou de la 
fermeture des stomates ; l'induction de la formation des tubercules (Sembdner et Parthier, 
1993). Au niveau cellulaire, le JA contrôle essentiellement la production de protéines. Au 
niveau moléculaire, le JA induit l'expression de nombreux gènes de défense caractéristiques 
de l'ISR tels que PAD3 qui code pour une enzyme impliquée dans la synthèse de la 
camalexine, un composé antimicrobien de la famille des phytoalexines et efficace contre des 
champignons nécrotrophes tels que Alternaria brassicicola et Botrytis cinerea (Nafisi et al., 
2007 ; Consonni et al., 2010).  
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I.3.2.A.a.2. Perception du JA 
 
La perception du JA suit un schéma relativement complexe. Elle a été assez bien décrite pour 
le jasmonoyl-isoleucine (JA-Ile), le conjugué bioactif de l'acide aminé isoleucine avec le JA 
(Pauwels et al., 2010 ; Sheard et al., 2010 ; Ballaré et al., 2011) (Figure 20) : 
 En l'absence de JA-Ile, une protéine JAZ (Jasmonate ZIM-domain) bloque les facteurs 
de transcription répondant au JA-Ile à l'aide d'un adaptateur NINJA (Novel Interactor 
of JAZ) et d'un corépresseur TPL (Topless) et probablement d'autres mécanismes de 
répression. 
 Le JA-Ile va être perçu par la protéine JAZ ainsi que par un complexe E3 
ubiquitin−ligase avec le SCF (Skp1/Cullin/F-box) comprenant la F-box 
CORONATIVE INSENSITIVE 1 (COI1). La poche de perception du JA-Ile se situe 
dans COI1 mais une boucle de la protéine JAZ est nécessaire pour piéger l'hormone 
dans la poche de COI1. 
 Une fois le complexe formé, celui-ci va être ubiquitiné via une ubiquitine ligase 
(SCF
COI1
) conduisant à la dégradation du complexe JAZ+COI1 et supprimant donc la 
répression exercée par JAZ sur les facteurs de transcription qui vont alors activer les 
protéines d'intérêts. 
A. La transcription des gènes de défense est 
réprimée par l'interaction du facteur de 
transcription (TF) correspondant, avec un 
facteur JAZ qui contrôle l'expression des 
gènes via son interaction avec l'adaptateur 
NINJA et le corépresseur TPL.  
B. En présence de l'hormone bioactive JA-
Ile (pastilles orange), la protéine JAZ 
interagit, via son domaine Jas, avec le 
domaine ubiquitin ligase SCF
COI1
 qui 
conduit à une dégradation protéasomale de 
ce complexe. Ceci supprime alors la répression de la transcription des gènes de défense.  
(Adapté de Ballaré et al., 2011). 
 
Figure 20 : Représentation schématique 
de la perception du JA. 
Chapitre I : Introduction bibliographique 
 
66 
I.3.2.A.a.3.  Contrôles de la voie de l'acide jasmonique 
 
Les voies de signalisation sont constamment modulées par des signaux internes et externes. 
Plusieurs d'entre eux sont détaillés ci-après et dans la FIGURE 21. 
Premièrement, il existe un antagonisme entre la voie du SA et celle du JA, ainsi l'attaque d'un 
pathogène biotrophe activant la voie du SA à tendance à réprimer celle du JA. Cette 
répression est elle même modulée par l'éthylène, une autre hormone caractéristique de l'ISR 
fréquemment induite en réponse aux HAMPs et DAMPs (Ballaré et al., 2011 ; FIGURE 21). 
Parallèlement, les niveaux des autres hormones de croissance (brassinostéroïdes, gibbérellines 
et cytokinines) renseignent la plante sur l'état interne du tissu à défendre et influent sur la 
réponse au JA (FIGURE 21). 
La compétition pour les ressources entre plusieurs plantes voisines est un élément très 
important qui peut déterminer la survie d'une plante plutôt qu'une autre, ce point doit donc 
être intégré par la plante agressée lors de sa réponse. La balance entre compétitivité pour les 
ressources et défense face à l'agresseur est donc complexe et importante (Moreno et al., 2009 ; 
Ballaré et al., 2011). Donner trop de poids à l'une et pas assez à l'autre peut donc s'avérer fatal. 
Il s'agit du "dilemme des plantes" (Herms et Mattson, 1992). Afin de bien peser ce point, la 
plante dispose de phytochrome lui permettant de déterminer la présence de compétiteurs à 
proximité (FIGURE 21). La réduction du ratio radiation rouge/rouge lointain est perçue par 
un phytochrome et indique la proximité du feuillage de plantes voisines. Ceci entraine 
l'inactivation du phytochrome B en réduisant la quantité de la forme active du photorécepteur 
(Pfr). Or comme la présence de Pfr promeut la voie du JA, en inactivant le Pfr, la présence de 
plantes concurrentes à proximité de la plante entraine une baisse de la sensibilité des tissus 
concernés aux JA (Moreno et al., 2009 ; Ballaré et al., 2011). 
En cas de blessure, la plante pourrait être capable d'émettre des composés volatiles (Green 
Leaf Volatiles) augmentant la réponse au JA et pouvant également alerter les plantes voisines 
(Ballaré et al., 2011 ; FIGURE 21). En effet, les interactions avec d'autres organismes sont 
importantes surtout si ces derniers ont un effet bénéfique pour la plante.  
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Les pathogènes et herbivores peuvent profiter de ces antagonismes, notamment entre les voies 
du SA et du JA. En effet il a été démontré que l'activation de la voie du SA par Pseudomonas 
syringae réprime fortement la voie du JA rendant les feuilles infectées plus sensibles au 
champignon nécrotrophe Alternaria brassicicola (Spoel et al., 2007).  
Par ailleurs certains pathogènes sont capables de produire des effecteurs responsables de 
l'ETS qui vont induire la voie de défense qui leur est le plus favorable. Par exemple, il a été 
démontré que des éliciteurs présents dans des œufs d'insectes vont induire la voie du SA et 
supprimer la réponse au JA et ainsi empêcher une défense efficace face à ces herbivores 
(Bruessow et al., 2010). De la même manière, lorsque Pseudomonas syringae pv tomato 
infecte Arabidopsis thaliana, il va produire de la coronatine : un effecteur toxique et analogue 
du JA-Ile. Cela va donc induire la voie du JA au détriment de celle du SA nécessaire pour la 
lutte contre cette bactérie (Melotto et al., 2008 ; Wasternack et Hause, 2013). Ces 
antagonismes entre ces différentes voies de signalisations peuvent donc s'avérer dangereux 
pour la plante.  
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Figure 21 : Modulation de la réponse au JA par des signaux internes et externes. 
Lorsque la plante est attaquée par des herbivores ou des nécrotrophes, la plante va percevoir des 
HAMPs et DAMPs et alors activer la voie du JA. La production puis la perception de JA bioactif 
conduit à la suppression de la répression des facteurs de transcription (TFs) et des gènes de défense 
qu'ils contrôlent, ainsi qu'à l'activation des défenses de la plante. 
La voie du JA est modulée par plusieurs signaux physiologiques et écologiques. La proximité des 
plantes en concurrence pour les ressources (Competitors) augmente le niveau des radiations de rouge 
lointain (FR), qui affaiblit les réponses au JA en convertissant la forme Pfr du phytochrome B (un 
régulateur positif de la sensibilité au JA) en sa forme inactive Pr. 
Les attaques de pathogènes biotrophes activent la voie du SA ayant généralement une action 
antagoniste à celle du JA. L'effet du SA est modulé par l'éthylène (ET), une autre hormone 
fréquemment induite par la plante en réponse au HAMPs et DAMPs.  
L'association de la plante avec des micro-organismes bénéfiques (Beneficial microorganisms) peut 
augmenter la réponse au JA, probablement en augmentant l'abondance de facteurs de transcription en 
lien avec la défense.  
Parallèlement, les niveaux de plusieurs autres hormones informent la plante sur l'état interne du tissu à 
défendre et ainsi régulent la réponse au JA. Les brassinostéroïdes (BR) et les gibbérellines (GA), deux 
hormones de croissance, répriment la réponse au JA, cette interaction pourrait influer sur le 
compromis entre croissance et défense. 
Les concentrations en cytokinines (CK) sont particulièrement faibles dans les feuilles âgées et 
ombragées, et à l'aide des niveaux en Pfr, les CKs pourraient aider à concentrer la réponse défensive 
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dans les éléments foliaires ayant l'activité photosynthétique la plus efficace. 
Les réponses de défenses sont également potentialisées par des signaux volatiles tels que les GLVs 
(green leaf volatiles) produits par les feuilles voisines attaquées par un herbivore. 
Les flèches indiquent la promotion/activation ; les lignes tronquées indiquent les 
répressions/interactions négatives. Pour certains régulateurs, le point d'interaction précis avec la voie 
du JA est encore inconnu, ceci est indiqué par la ligne en pointillé verte au site de convergence. 
BR, brassinostéroïde ; CK, cytokinine ; ET, éthylène ; FR, Far Red (ou rouge lointain) ; GA, 
gibbérelline ; GLV, green leaf volatiles ; SA, acide salicylique ; TF, facteur de transcription. 
(Adapté de Ballaré et al., 2011). 
 
I.4. Objectifs  
 
Les ER bodies semblent prendre une part importante dans la constitution du système racinaire 
des Brassicales. Pourtant la majeure partie des études réalisées sur cet organite a été conduite 
sur les parties aériennes d'Arabidopsis tandis que leurs fonctions et le contrôle de leur 
formation dans les racines n'ont été que peu étudiées. 
C'est pourquoi, l'objectif du projet de thèse est d'étudier l'implication des ER bodies 
dans la défense de la racine ainsi que le contrôle de leur formation dans cet organe. 
 
La première partie de ce travail a consisté à étudier la réponse des ER bodies à un traitement 
par le MeJA. L'effet de cette hormone sur les ER bodies des parties aériennes d'Arabidopsis 
étant bien étudié, l'analyse a été portée sur le système racinaire. De plus, depuis les années 70, 
les études menées sur les ER bodies n'ont été conduites que chez la plante modèle 
Arabidopsis thaliana et aucune étude n'a été menée pour évaluer les réactions de cet organite 
au MeJA chez les plantes d'intérêt agronomique. C'est pourquoi cette première partie du projet 
de thèse s'est portée sur les ER bodies racinaires du radis, Raphanus sativus, connu pour 
posséder de nombreux ER bodies dans ses racines. Les analyses réalisées dans cette première 
partie se sont focalisées sur un aspect physiologique en évaluant l'évolution de la morphologie 
et du nombre de ER bodies racinaires après traitement au MeJA. 
 
Dans une seconde partie, l'intérêt a été porté sur le contrôle des ER bodies d'un point de vue 
génétique. Le génome d'Arabidopsis thaliana étant entièrement séquencé et en grande partie 
annoté, il a été choisi de mener cette étude sur cette plante modèle. Dans cette partie, les 
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niveaux d'expression de 5 gènes principaux des ER bodies (BGLU21, BGLU22, 
BGLU23/PYK10, NAI2 et NAI1) ont été évalués après traitement au MeJA sur racines entières 
et dans les 4 zones apicales de la racine à savoir : la zone de la coiffe, la zone méristématique, 
la zone d'élongation et la zone de différenciation. L'obtention des différentes zones a été 
réalisée par microdissection laser. En misant sur l'exécution rapide et la récupération du 
produit de dissection directement dans le tampon d'extraction d'ARN cette méthode permet de 
s'affranchir des traitements de fixation habituellement utilisés en microdissection laser et ainsi 
éviter un stress et une éventuelle stimulation des gènes de défenses par ces préparations 
lourdes. 
 
Dans la partie suivante, je présente les articles publiés ou soumis au cours de ma thèse. Un 
résumé en français précède l'article en anglais qui a été inséré. 
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Images adaptées de : Leica microsystem ; Gotté et al., non publié ; http://saveurs-marche.fr/wp-content/uploads/2014/04/Radis-rose1.jpg
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II. Résultats 
II.1. Article 1 : Plant Cell Physiology - 2015 Vol 56: 61-72 
 
Running title: ER bodies in Raphanus sativus roots 
 
Methyl Jasmonate Affects Morphology, Number And Activity Of 
Endoplasmic Reticulum Bodies In Raphanus sativus Root Cells 
 
Maxime Gotté, Rajgourab Ghosh, Sophie Bernard, Eric Nguema-Ona, Maïté Vicré-Gibouin, 
Ikuko Hara-Nishimura, Azeddine Driouich 
 
Les corps du réticulum endoplasmique (RE) appelés ER bodies dans la littérature, sont des 
structures dérivées du RE retrouvés chez les Brassicacées et jouant un rôle présumé dans la 
défense de la plante. Ces structures ont été retrouvées chez le radis, le cresson, le chou, etc... 
mais aucune étude fonctionnelle de cet organite n'a été menée sur des plantes d'intérêts 
agronomiques, ces études ayant été conduites uniquement chez la plante modèle Arabidopsis 
thaliana. 
 
Par ailleurs, la localisation spécifique dans les ER bodies d'une des protéines les plus 
abondantes des racines d'Arabidopsis : la β-glucosidase (BGLU) PYK10/BGLU23 
(Matsushima et al., 2003a) ainsi que l'abondance de ces organites dans les racines (Bonnet et 
Newbcomb, 1965 ; Iversen et Flood, 1969 ; Matsushima et al., 2002) suggèrent fortement que 
les ER bodies jouent un rôle majeur dans les racines des Brassicacées. 
 
Dans cette étude nous avons analysé la présence, la distribution et la fonction des ER bodies 
dans les cellules racinaires du radis Raphanus sativus, en utilisant la combinaison des 
approches microscopique et biochimique. Nous avons également analysé la réponse des ER 
bodies au MeJA. 
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Nos résultats montrent que : 
1) Les ER bodies sont présents dans différents types cellulaires depuis la coiffe jusqu'à la zone 
de différenciation. 
2) Ils accumulent une protéine reconnue par l'anticorps qui reconnait spécifiquement la β-
glucosidase PYK10 chez Arabidopsis et qui peut-être considérée comme le marqueur des ER 
bodies. 
3) Le traitement des racines par le MeJA entraine une augmentation significative du nombre 
de ER bodies et de l'activité β-glucosidase et β-fucosidase d'une fraction enrichie en ER 
bodies. 
Plus important encore, nous avons révélé que le MeJA induit la formation de très longs ER 
bodies après fusion de petits ER bodies. Un phénomène qui n'avait jamais été reporté dans 
d'autres études. 
 
Ces résultats démontrent que le MeJA impacte le nombre et la morphologie des ER bodies et 
stimule leur activité enzymatique qui est présumée jouer un rôle dans la défense de la racine 
du radis, suggérant également que ces structures dérivées du RE pourraient être considérées 
comme un système de défense spécifique des cellules racinaires. 
 
Je présente ci-dessous une figure représentant l'un des résultats majeurs de cette étude, suivie 
de l'ensemble de l'article. 
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Suite à un traitement au MeJA à 50 µm sur des racines de radis, 2 phénotypes sont observés. 
Le premier présente des ER bodies, en moyenne, 3 fois plus longs mais 2 fois moins 
nombreux que les ER bodies de plantules non traitées. Le second phénotype observé, 
présente des ER bodies à la morphologie standard mais en moyenne 2 fois plus nombreux. 
Figure 22 : Résultat majeur de cet article. Le MeJA induit 2 phénotypes de ER bodies. 
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The endoplasmic reticulum (ER) bodies are ER-derived
structures that are found in Brassicaceae species and
thought to play a role in defense. Here, we have investigated
the occurrence, distribution and function of ER bodies in
root cells of Raphanus sativus using a combination of micro-
scopic and biochemical methods. We have also assessed the
response of ER bodies to methyl jasmonate (MeJA), a phy-
tohormone that mediates plant defense against wounding
and pathogens. Our results show that (i) ER bodies do occur
in different root cell types from the root cap region to the
differentiation zone; (ii) they do accumulate a PYK10-like
protein similar to the major marker protein of ER bodies
that is involved in defense in Arabidopsis thaliana; and (iii)
treatment of root cells with MeJA causes a significant in-
crease in the number of ER bodies and the activity of
b-glucosidases. More importantly, MeJA was found to
induce the formation of very long ER bodies that results
from the fusion of small ones, a phenomenon that has not
been reported in any other study so far. These findings dem-
onstrate that MeJA impacts the number and morphology of
functional ER bodies and stimulates ER body enzyme activ-
ities, probably to participate in defense responses of radish
root. They also suggest that these structures may provide a
defensive system specific to root cells.
Keywords: ER bodies  Methyl jasmonate  Microscopy 
PYK10  Raphanus sativus  Root.
Abbreviations: BGLU, b-glucosidase; BSA, bovine serum
albumin; ER, endoplasmic reticulum; GFP, green fluorescent pro-
tein; LEB, long ER body; MeJA, methyl jasmonate; 4-MU, 4-methy-
lumbelliferone; PBS, phosphate-buffered saline; RFU, relative
fluorescence unit; TRITC, tetramethylrhodamine isothiocyante.
Introduction
Plants are able to defend themselves against external threats.
When attacked or stressed, plants mobilize their resources in
order to fight the enemy, either biotic or abiotic. Such a
response can include a perception and a transduction of the
danger (Jones and Dangl 2006, Boller and Felix 2009), an induc-
tion of an appropriate hormone-related defense response
(Verhage et al. 2010), reallocation of energy (Bazzaz et al.
1987, Atkinson and Urwin 2012), expression of defense proteins
(van Loon and van Strien 1999), as well as differentiation of
cellular organelles (Hayashi and Nishimura 2009).
The endoplasmic reticulum (ER) is the largest intracellular
compartment in eukaryotic cells. It performs multiple functions
including synthesis and maturation of proteins and lipids, pro-
tein storage, maintenance of calcium homeostasis, N-glycosyla-
tion and quality control of glycoproteins of the secretory
system (Herman and Larkins 1999, Vitale and Denecke 1999,
Chrispeels and Herman 2000, Sparkes et al. 2009, Howell 2013).
The ER also plays a central role in plant immunity and stress
adaptation (Eichmann and Scha¨fer 2012). One of the notable
characteristics of the ER is to form intracellular subdomains or
structures that are highly specialized compartments fulfilling
specific functions (Staehelin 1997).
Plant cells of the Brassicaceae species have evolved a unique
way to mobilize the ER in order to respond to an attack caused
by pathogens, insects and wounding. They develop ER-derived
fusiform spindle-shaped structures of 5–10 mm in size, termed
ER bodies (Hayashi et al. 2001, Matsushima et al. 2003a). These
compartments are morphologically distinct from other ER-
derived organelles such as the oil bodies or ricinosomes for
instance (Shmid et al. 1999). Initially observed in radish
(Raphanus sativus) and termed dilated cisternae by Bonnett
and Newcomb (1965), ER bodies were later extensively studied
and characterized in Arabidopsis thaliana (Hayashi et al. 2001,
Yamada et al. 2011, Nakano et al. 2014). They are uniformly
distributed throughout the epidermis of cotyledons and hypo-
cotyls, but not found in rosette leaves. They have also been
found in roots (Matsushima et al. 2003). PYK10/BGLU23 is a
specific and constitutive protein of ER bodies (Matsushima
et al. 2003). PYK10 is a b-glucosidase having an ER-retention
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signal of the KDEL type that has been shown to be a major
component of ER bodies in Arabidopsis seedlings (Matsushima
et al. 2003). Additional factors such as NAI2, unique to the
Brassicaceae family (Yamada et al. 2008), and ERMO3/MVP1/
GOLD36 (Nakano et al. 2012) are also ER body-located factors
that seem to be required for a proper ER body formation
(Yamada et al. 2011).
Formation of ER bodies seems to be regulated by NAI1, a
transcription factor specific to the Brassicaceae family
(Matsushima et al. 2004). NAI1 regulates the expression of
PYK10 and NAI2, which are required for normal ER body for-
mation (Yamada et al. 2008). Indeed, it has been shown that
NAI2 deficiency in Arabidopsis reduces the accumulation of
PYK10 and leads to abnormal ER bodies and reduction in
their number (Yamada et al. 2008).
Several studies have shown that functional ER bodies are
required to protect Arabidopsis efficiently against different
bioagressors: first, ER bodies were found to accumulate consti-
tutively in epidermal cells of many organs (roots, hypocotyls
and cotyledons; Matsushima et al. 2002). They have been
shown to fuse with lytic vacuoles when subjected to saline
and wound stresses (Hayashi et al. 2001, Matsushima et al.
2002, Matsushima et al. 2003). This finding has suggested that
they were probably involved in responses to environmental
stresses (Hayashi et al. 2001). Secondly, a net increase in the
number of ER bodies is observed in cotyledons and rosette
leaves upon wounding or treatment with methyl jasmonate
(MeJA) (Matushima et al. 2002), while unwounded/untreated
rosette leaves do not form ER bodies (Matsushima et al. 2002).
The Arabidopsis coi1 mutant, unable to perceive MeJA, was
unable to form ER bodies when treated with this phytohor-
mone. Thirdly, the Arabidopsis nai1 mutant deficient in ER
body biogenesis and altered in PYK10 expression developed
abnormal ER bodies in rosette leaves in response to an MeJA
stimulus (Matsushima et al. 2003, Matsushima et al. 2004).
Fourthly, the ML3 protein, a putative MD2-lipopolysac-
charide-recognition domain protein, involved in defense signal-
ing, has been found to accumulate in ER bodies and vacuoles
(Hakenjos et al. 2013) and ml3 mutants are hypersensitive to
herbivore attacks (Fridborg et al. 2013). Finally, nai1 and pyk10
mutants showed an overcolonization by the endophytic fungus
Piriformospora indica, resulting in the loss of plant growth pro-
motion (Sherameti et al. 2008). Thus, PYK10/BGLU23 is likely
to play a central role in the active defense system against
pathogens (Matsushima et al. 2003, Nagano et al. 2008,
Sherameti et al. 2008, Ahn et al. 2010, Yamada et al. 2011).
PYK10 exhibits both b-glucosidase and b-fucosidase activities
required for catalyzing hydrolysis of alkyl-glucosides. Also
PYK10 is able to form an active enzymatic complex when it
associates with numerous ER bodies and cytoplasmic factors
(Yamada et al. 2011). The defense function of these enzymes
against pathogens is mostly accomplished by producing toxic
compounds as a result of cleavage of glucosinolates by thioglu-
cosidases (Rask et al. 2000, Matsushima et al. 2003, Ahn et al.
2010, Yamada et al. 2011).
The Brassicaceae family (which includes Arabidopsis)
encompasses a number of crops of economic interest. It is
thus of interest to validate basic research findings (often gen-
erated on Arabidopsis) on these economic species in order to
improve their resistance to pathogens in a sustainable manner.
Radish (R. sativus) is an edible root vegetable of the family of
Brassicaceae, grown and consumed throughout the world, and
also confronted to many pathogens, one of which is the scab-
causing agent, Streptomyces scabiei (Legault et al. 2011).
In addition, although ER body-like structures were first observed
in radish root cells in 1965 (Bonnett and Newcomb 1965), they
were not characterized further and nothing is known about their
function so far. It is therefore of interest to characterize ER bodies
in radish further and to assess their behavior when challenged
with plant hormones involved in activation of defense mechan-
isms. Here, we have examined the occurrence and distribution of
ER bodies in different cell types of R. sativus roots using immuno-
cytochemistry and laser scanning confocal microscopy. We have
also characterized the response of ER bodies to MeJA and found
that their morphology, number and enzyme activity are signifi-
cantly modified. Finally, we demonstrate for the first time that
MeJA causes ER bodies to fuse together to form very long bodies
that have not been observed neither in control radish roots nor
in any other plant system studied so far.
Results
Detection and visualization of ER bodies in root
cells using anti-PYK10 antibodies
PYK10 has been shown to be a major marker of ER bodies in
A. thaliana (Matsushima et al. 2003, Yamada et al. 2011).
Therefore, we have taken advantage of anti-PYK10 antibodies
to assess the occurrence of ER bodies in radish root cells using
Western blotting and immuno-microscopy. Five-day-old seed-
lings were homogenized in an extraction buffer and the crude
extracts obtained were immunoblotted using the anti-PYK10
antibodies. As shown in Fig. 1A, the antibodies cross-reacted
with a polypeptide of approximately 65 kDa in the root extract,
suggesting that the recognized polypeptide is the radish PYK10,
we name here PYK10-like protein. In contrast, no signal was
detected either in shoot or in seed protein extracts (Fig. 1A).
In Arabidopsis, ER bodies have been shown to accumulate in
pellets obtained after a 1,000g centrifugation of the protein
crude extract (Hayashi et al. 2001). Here, the same procedure
was applied to a crude extract from radish root and shoot to
generate a 1,000 g pellet fraction. Both the 1,000 g pellet
and supernatant fractions were immunoblotted with the anti-
PYK10 antibodies (Fig. 1B). The antibodies reacted strongly
with a 65 kDa polypeptide in the 1,000 g pellet, whereas a
weak signal occurred with the 1,000 g supernatant. In con-
trast, neither the 1,000 g pellet nor the supernatant fractions
from the shoot contained any detectable PYK10-like protein.
These data indicate that a 65 kDa polypeptide reacting with the
anti-PYK10 antibodies accumulates in a 1,000 g pellet of
radish root protein extract and is probably located in ER
bodies, as previously shown for Arabidopsis (Hayashi et al. 2001).
We then checked for the presence of structures recognized
by anti-PYK10 within root cells using immunocytochemical
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labeling and confocal microscopy. As illustrated in Fig. 1C, the
images clearly revealed distinguishable fusiform spindle-shaped
structures labeled with anti-PYK10 antibodies. The shape and
size of the recognized structures resembled those found in
Arabidopsis (Hayashi et al. 2001, Matsushima et al. 2003). We
have also compared the shape of Arabidopsis ER bodies with
those of the spindle-shaped structures observed in radish roots.
Roots of an Arabidopsis line expressing a green fluorescent pro-
tein [(GFP)–HDEL] (Hayashi et al. 2001, Matsushima et al. 2003)
were immunolabeled with anti-PYK10 antibodies coupled to
tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC; Supplementary
Fig. S1). Fusiform spindle-shaped ER bodies, similar to those
observed in radish roots (see Fig. 1C), were co-labeled with
both GFP–HDEL (Supplementary Fig. S1a, c) and anti-PYK10
antibodies (Supplementary Fig. S1b, c). Together immunoblot-
ting and immunofluorescence analyses clearly show that in
radish plants, PYK10-like protein is expressed mostly—if not
exclusively—in root cells and accumulates in the ER bodies.
The distribution of ER bodies in radish root tissues was thor-
oughly investigated using immunofluorescence imaging. ER
bodies were visualized by confocal microscopy using anti-
PYK10 antibody labeling. As illustrated in Fig. 2, ER bodies
were clearly detected in all root zones and cell types investigated
including root cap plus border-like cells (Fig. 2A), the meristem-
atic zone (Fig. 2B), the elongation zone (Fig. 2C) and the differ-
entiation zone (Fig. 2D). Epidermal cells along the root tip were
principally labeled and easily screened. However, ER bodies were
labeled less in trichoblasts than in the atrichoblasts (Fig. 2C, D).
Apart from epidermal cells, ER bodies were also present in cor-
tical cells (Fig. 2E). Using electron microscopy on high pressure-
frozen root cells, we have been able to visualize ER bodies in
different cell types as illustrated in Fig. 3. ER bodies are seen
randomly distributed throughout the cytoplasm with no specific
location. They were frequently seen in contact with each other,
close to the vacuole or even in contact with the vacuole (Fig. 3).
Taken together, these findings show that radish seedlings
express a high level of PYK10-like protein in the roots and that
this protein is localized in the ER bodies of various root cell
types.
Effect of methyl jasmonate on ER body number
and morphology
MeJA is a well-known hormone that mediates wound response,
induces resistance against insect/pathogen attack, and regu-
lates the expression of wound-inducible genes (Li et al. 2002).
In Arabidopsis, ER bodies have been shown to be induced by
MeJA (Matsushima et al. 2002), but the detailed effect on shape
has not been investigated.
In order to study the effect of MeJA on radish ER bodies,
roots were treated with MeJA for 72 h and subsequently immu-
nolabeled with anti-PYK10 antibodies. Initial observations re-
vealed that the 72 h treatment induced two distinct ER body
phenotypes as compared with untreated roots: (i) ‘long ER
bodies’ and (ii) ‘small ER bodies’ (Fig. 4A; long ER bodies are
also shown in Fig. 5).
In order to evaluate these changes accurately, we first exam-
ined the treatment effects on the morphology and size of ER
bodies. Measurement of mean length and mean diameter of
ER bodies showed that in untreated plants, ER bodies had a
quite homogeneous morphology with a mean length
of 5.50± 1.10 mm and a mean diameter of 1.44± 0.31 mm
(Fig. 4B). It is noteworthy that radish ER bodies are larger
than those observed in Arabidopsis cotyledon cells (3.90±
0.96 mm) (Nagano et al. 2009) or root cells (4.17± 1.14 mm)
(Gotte´ et al. unpublished). We then measured the ER bodies
in MeJA-treated root cells. Our analysis reveals that the ER
bodies having the first phenotype (long ER bodies) were
about three times longer than normal ER bodies, with a
mean length of 17.30± 4.98 mm and a mean diameter of
1.83± 0.54 mm (Figs. 4B, 5). We rarely observed long ER
bodies in cells presenting the small ER bodies phenotype,
whereas we could observe the presence of small ER bodies in
cells in which the long ER bodies are predominant (Fig. 4A).
The ER bodies having the second phenotype (small ER bodies)
had a length of 4.69± 0.86 mm and a diameter of 1.37± 0.24 mm
(see Supplementary Table S1 for statistical analysis).
Fig. 1 Occurrence of PYK10-like protein in ER bodies of R. sativus
root. (A) Western blot of total protein extracts isolated from R. sativus
seeds and 5-day-old shoots and roots probed with anti-PYK10 anti-
bodies. A polypeptide of about 65 kDa is detected using anti-PYK10
antibodies in the root extract but not in seed and shoot extracts. (B)
Western blot of the 1,000 g protein pellet and its corresponding
supernatant probed with anti-PYK10 antibodies. Note the strong
signal detected in the root 1,000 g fraction but not in the shoot.
A weaker band is detected in the root-derived 1,000 g supernatant.
(C) Immunofluorescent staining of root epidermal cells of R. sativus
seedlings using anti-PYK10 antibodies imaged by confocal microscopy.
Note the presence of abundant fusiform spindle-shaped structures
very similar to those previously described in A. thaliana as ER bodies.
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We then examined the effect of the treatment on the dens-
ity (number/volume) of ER bodies in the elongation zone. This
analysis was carried out on 3D reconstitution images obtained
by confocal microscopy, using Imaris Bitplane! software.
We first noticed that the density of long ER bodies was signifi-
cantly lower (9.215 105± 3.681 105 ER bodies mm–3)
than that of ER bodies in untreated root cells
(2.167 106± 1.279 106 ER bodies mm–3) (Fig. 4C). On the
other hand, the density of small ER bodies was significantly
higher in treated cells (4.317 106± 2.109 106 ER bodies
mm–3) than that of ER bodies in untreated roots and that of
the long ER bodies in treated cells (Fig. 4C) (see
Supplementary Table S1 for statistical analysis). Moreover,
careful examination and counting of ER bodies showed that
their density increased from the elongation zone to the meri-
stematic zone, while it decreased in the root cap
(Supplementary Fig. S2). The highest increase was observed
in the meristematic zone of the root and thus is likely to reflect
a role for ER bodies in the protection of the root meristem.
Together, these results demonstrate that MeJA has two dis-
tinct effects on ER bodies: in the first case, ER bodies become
longer and their number slightly decreases, whereas in the
second case the shape of ER bodies does not change much
but their density (number/volume) increases considerably.
We postulate that elongated ER bodies are formed upon
fusion of several small ones, as suggested by the confocal
images of these structures being linked to each other by their
tips (Fig. 6A). This is also supported by electron microscopy
examination of high-pressure frozen and freeze-substituted
root cells as illustrated in Fig. 6B, C, D.
Effect of methyl jasmonate on PYK10-like protein
content
We then studied the effect of MeJA on the level of expression of
PYK10-like protein in the ER bodies using immunoblotting with
anti-PYK10 antibodies. Five-day-old seedlings were treated with
MeJA and the roots were harvested every 24 h during the 4 d
Fig. 2 Confocal microscopy images showing ER bodies in different root cell types. ER bodies are stained with anti-PYK10 antibodies coupled with
TRITC in the epidermal and cortical cells of different root zones. (A) Border-like cells (arrow) and root cap (RC); (B) meristematic zone; (C)
elongation zone; (D) early differentiation zone. Note that ER bodies are hardly detected in trichoblasts (*), whereas they are abundant in
atrichoblasts (at). Images A–D are 3D reconstitutions. (E) ER bodies labeled in epidermal (e) and cortical (c) cells of the elongation zone.
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following the treatment, and the 1,000 g pellet known to be
enriched in ER bodies was isolated. Western blotting analysis of
the ER body-enriched protein extract showed an increase of
PYK10-like protein content starting at 24 h after treatment.
The expression of the protein was maximum after 2 d of treat-
ment (Fig. 7), which may suggest that the insoluble form of
PYK10-like protein increases and reaches a maximum at 48 h,
after which it may tend to stabilize to a certain level to attain
the maximum level of activity. The data suggest that MeJA is
able to stimulate the synthesis and accumulation of PYK10-like
protein in the ER bodies.
b-Glucosidase and b-fucosidase activities in ER
body fractions
The PYK10 gene encodes a b-D-glucosidase (Matsushima et al.
2003) in Arabidopsis. The PYK10/b-D-glucosidase activity is
believed to be responsible for the cleavage of glucosinolates,
leading to release of toxic molecules necessary for plant defense
against fungal pathogens or insects such as scopoletin (Ahn
et al. 2010). In addition to glucosidase activity, ER body-
enriched fractions of the leaves have been shown to contain
b-D-fucosidase activity (Matshushima et al. 2004). Also, PYK10
has been shown to have both activities in A. thaliana
(Matsushima et al. 2004).
We have assessed both enzymatic activities in radish roots
following treatment with MeJA. Five-day-old seedlings were
treated with MeJA and the roots were harvested every 24 h
during the 4 d following the treatment, and the 1,000 g frac-
tion, known to be enriched in ER bodies, was isolated. The
fluorogenic substrates 4-methylumbelliferone (4-MU) b-D-glu-
copyranoside and 4-MU b-D-fucoside were used.
In the presence of MeJA, the b-glucosidase activity increased
rapidly and constantly from the onset of treatment, reaching
about a 20% increase at 96 h (Fig. 8A). The b-fucosidase activity,
on the other hand, seemed to evolve slowly and showed an
increase only after 72 h of treatment (Fig. 8B). Together these
data demonstrate that the ER body-enriched fractions exhibit
both b-D-glucosidase and b-D-fucosidase activities that are most
probably linked to PYK10-like protein. In addition, both activities
seem to increase significantly in response to MeJA treatment.
Discussion
The present study shows for the first time that ER bodies of
radish root cells can fuse together to form very large bodies in
response to the defense-related phytohormone, MeJA. This ob-
servation has not been reported in any other plant system
studied so far including A. thaliana. The study also shows
that functional ER bodies are present in root cells and accumu-
late PYK10-like protein. So far the role of ER bodies has been
studied mostly in Arabidopsis, but little has been reported on
these structures in other Brassicaceae species. Arabidopsis stu-
dies have clearly established that the b-glucosidase PYK10 is a
major protein marker of ER bodies and that these structures are
involved in defense (Matsushima et al. 2002, Matsushima et al.
2003, Sherameti et al. 2008, Yamada et al. 2011). Finally, our
Fig. 3 Electron micrographs of radish root cells preserved by the high-
pressure freezing/freeze substitution technique showing: (A) ER
bodies in a meristematic cell. (B) ER bodies in a root cap cell. (C)
An ER body close to a Golgi stack in an epidermal cell. Note that some
of the ER bodies in (A) are in contact with the vacuole or with each
other. Fusion between an ER body and vacuole seems to occur in (B).
A and B, scale bars = 1 mm; C, scale bar = 0.2 mm. *, ER bodies; G, Golgi
apparatus; M, mitochondrion; V, vacuole.
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Fig. 4 Effect of MeJA treatment on the morphology and density (number/volume) of ER bodies. ER bodies from the elongation zone of radish
roots are labeled with anti-PYK10 antibodies coupled with TRITC and imaged by confocal microscopy. Images are then analyzed by Imaris
Bitplane! software. (A) 3D reconstitution images of ER bodies. Untreated plants show normally shaped small ER bodies, while 72 h
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findings also demonstrate that, in addition to morphology (i.e.
size), the number and glycosidase activities of the ER bodies are
significantly altered in response to MeJA.
Interestingly, PYK10-enriched ER bodies were predomin-
antly present in radish roots but not in shoots (Fig. 1A, B).
Similarly, ER bodies could not be detected in rosette leaves of
Arabidopsis (Matsushima et al. 2002). Since BGLU23/PYK10 is a
b-D-glucosidase and has toxic end-products, its presence can be
attributed to defense against pathogens or other biotic stresses.
It may also provide some reasons to explain why roots employ a
Fig. 4 Continued
MeJA-treated plants show two ER body morphotypes: long ER bodies (MeJA-72 h—long ER bodies) and small ER bodies (MeJA-72 h—small ER bodies).
(B) Measurement of the length and diameter of ER bodies. Statistical analyses are given in Supplementary Table S1. Error bars show the SE. (C)
Scattergram showing the changes in ER body density (number/volume) after MeJA-72 h treatment. 3D reconstitutions were used for counting ER bodies.
The results are given as number of ER bodies per mm3 of root tissue, and one dot on the scattergram corresponds to one measurement. Statistical
analyses are given in Supplementary Table S1. Red bars, mean; red cross, median.
Fig. 5 Long ER bodies observed in MeJA-treated cells by confocal and transmission electron microscopy. (A) Confocal micrograph showing a
long ER body in three dimensions (reconstruction by Imaris Bitplane! software). The ER body is artificially colored in yellow. (B, C) Electron
micrographs of high-pressure freezing/freeze substitution cells showing long ER bodies induced by MeJA treatment. Asterisks mark ER bodies in
B–C. CW, cell wall; M, mitochondrion; N, nucleus; P, plastid; V, vacuole. Scale bars: 5 mm in A; 1 mm in B; 2mm in C.
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different mode of defense in comparison with the aerial tissues
and that the ER bodies provide a defense system more specific
to root cells of radish. Indeed, shoots and roots were found to
employ distinct defense machineries against pathogens (Attard
et al. 2010, Balmer et al. 2013).
The root is a vital organ for the plant not only as a point of
attachment and a feeding organ, but also it interacts closely
with the soil, the microbiota and the rhizosphere. In this study,
the different zones of the root were investigated for the pres-
ence of ER bodies, namely the root cap region, the meristematic
zone, and the elongation and differentiation zones. We found
that the ER bodies were present in large numbers in all root
zones, as revealed by immunocytochemistry using anti-PYK10
antibodies and observed by confocal microscopy (Fig. 2). As
well as these regions, we could also visualize ER bodies in
border-like cells. Border-like cells are released by root caps of
Brassicaceae species (Vicre´ et al. 2005, Driouich et al. 2007) and
their secretions are involved in root protection against various
pathogens (Driouich et al. 2010, Driouich et al. 2013). How
these ER bodies contribute to the defense system of these
cells will await further investigations.
Analyses of the shape of ER bodies of untreated roots indi-
cate that these organelles have a quite uniform morphology.
Fig. 6 Fusion and link between ER bodies in MeJA-treated root cells imaged by confocal laser scanning (A) and electron microscopy (B–D). Note
that several ER bodies are bridged together (in A, arrows indicate the points of contact). The fusion seems to involve the tips of the ER bodies
(B–D). *, ER bodies; CW, cell wall; ER, endoplasmic reticulum; N, nucleus; V, vacuole. Scale bars: 5 mm in A; 0.5mm in B–D.
Fig. 7 Effect of MeJA on the expression of PYK10-like protein.
Western blot immunodetection of PYK10-like protein in an ER
body-enriched fraction (1,000 g pellet) obtained from untreated
or MeJA-treated roots. Note the increased expression of the PYK10-
like protein in MeJA-treated samples. The arrowhead indicates the
polypeptide recognized by anti-PYK10.
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These measurements allowed us to define a standard density
(number/volume) and a standard size of ER bodies which are
used to compare the ER body phenotypes in MeJA-treated root
cells. Indeed, the analyses conducted on the MeJA-treated roots
revealed the induction of two distinct ER body phenotypes
(Figs. 4, 5): (i) the first type, long ER body, presented a substan-
tial increase of the ER body length and diameter plus a decrease
of the ER body number per volume of cell; (ii) the second
phenotype, small ER body, presented an ER body shape quite
similar to ER bodies from untreated roots whereas their number
increased.
We propose that the long ER bodies phenotype is the con-
sequence of fusion of small ER bodies (such as those found in
control plants) as supported by confocal and electron micro-
scopic images (see Fig. 6). Such a remarkable change in the size
of the ER bodies in response to MeJA in radish has never been
reported in any other study on plant ER bodies. The induction
by MeJA of such long ER bodies, not seen in other species, is
possibly a specific response of radish root cells. Interestingly, ER
body fusion with vacuoles has been observed in Arabidopsis
cotyledons under abiotic stress (e.g. saline stress conditions)
(Hayashi et al. 2001). The fusion and the formation of big ER
bodies could be a way to (i) accumulate more PYK10-like pro-
tein and other defense enzymes and/or (ii) prepare the plant for
a faster release of the ER body content in the case of future
attack. Furthermore, we have observed that the density
(number/volume) of ER bodies decreases 2-fold when the
length increases 3-fold, suggesting that the fusion occurs after
the increase in the number of ER bodies. Indeed, MeJA-treated
cells appear ‘full’ of long ER bodies covering nearly the entire
cytoplasm.
It is noteworthy that the mean length increases by 3.14
times while the mean diameter increases by only 1.3 times; it
appears that the ER bodies preserved their fusiform shape after
the fusion. ER bodies have frequently been seen linked to each
other by their tips. Indeed, careful observation of the
images (confocal and transmission electron microscopy data;
Fig. 6 A–C) reveals that the fusion involves systematically the
tip of the ER bodies, although the contact between two bodies
can sometimes occur when they are side by side (Fig 6D). It is
also noteworthy that Arabidopsis mutants exhibiting abnor-
mally elongated ER bodies, such as the longer ER body
mutant (leb mutant; Nagano et al. 2009), have already been
described. Interestingly, the mutated gene in the leb mutant
is PYK10. A reduction in the level of NAI2 by RNA interference
also induces an elongation of ER bodies in Arabidopsis (Yamada
et al. 2008). Similarly to PYK10, NAI2 is an ER body-resident
protein which is required for ER body formation. In Arabidopsis,
both proteins have been shown to interact with ER body mem-
brane proteins MEB1 and MEB2 to shape the ER bodies
(Yamada et al. 2013).These proteins and their interaction are
likely to be regulated by MeJA. Further investigation is needed
to understand clearly what mechanism is responsible for the
fusion and elongation of ER bodies as observed in MeJA-treated
radish roots. The interaction between specific proteins from
two ER bodies is the more plausible hypothesis since the ER
network does not seem to be involved in the fusion. In other
cases, the MeJA-treated roots presented a significant increase
in the density (number/volume) of ER bodies without any
observed change in shape (see Fig. 4). This can be related to
the MeJA effect previously described in Arabidopsis
Fig. 8 Quantification of b-D-glucosidase and b-D-fucosidase activities in
MeJA-treated radish roots. (A) b-D-Glucosidase activity in the MeJA-
treated plants. The assay was performed using a fluorogenic substrate,
4-MU b-D-glucopyranoside, by monitoring the increase of fluorescence.
(B) Fucosidase activity in the MeJA-treated plants with respect to the
control. The assay was performed using a fluorogenic substrate, 4-MU
b-D-fucosidase, by monitoring the increase of fluorescence. Here
the fucosidase activity seems to increase 48 h post-treatment. RFU,
relative fluorescence unit; Cglu, b-D-glucosidase activity in the super-
natant of control plants; Mglu, b-D-glucosidase activity in the super-
natant of MeJA-treated plants; Cfuc, b-D-fucosidase activity in the
supernatant of control plants; Mfuc, b-D-fucosidase activity in the
supernatant of MeJA-treated plants.
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(Matsushima et al. 2002). Indeed, ER bodies were observed to be
produced in wounded or MeJA-treated rosette leaves, where ER
bodies were absent before the treatments. However, a change in
morphology and size of ER bodies upon MeJA treatment has
never been observed in Arabidopsis seedlings.
Taken together, our results seem to indicate that the MeJA
treatment can induce two different phenotypes. Each of them
seems to appear with the same frequency, and no specific en-
vironmental or experimental condition was suspected to
induce one phenotype rather than the other.
The root meristem is a crucial zone of the root where the
cells divide rapidly to maintain root growth and development.
Our observations clearly show that the highest density of ER
bodies is found in the meristematic zone (see Supplementary
Fig. S2). It has already been established that ER bodies are
involved in the accommodation of the mutualistic fungi P.
indica in Arabidopsis roots, and not only PYK10, but probably
the entire ER body (or the PYK10 enzymatic complex) plays a
role in this plant–microbe interaction (Sherameti et al. 2008). It
has been proposed that PYK10, and probably the functional
PYK10-associated complex, was directly involved in limiting the
entry and colonization of the root by the pathogens, by means
of its glycosyl hydrolase activity. Such a mechanism has already
been proposed for a gene similar to PYK10, PEN2, encoding a
glycosyl hydrolase family 1 (Lipka et al. 2005) and shown to
restrict the entry of pathogenic ascomycetes to the roots.
Similarly, ER bodies in radish root cells would participate in
root protection against pathogens, and the difference in the
ER body distribution between the tissues may reflect their
defense capabilities. The meristem is a fragile tissue that
needs to avoid infection as much as possible, and the high
density (number/volume) of ER bodies around the meristem
possibly reinforces its protection. It will be of interest to
assess the behavior of ER bodies in the presence of
Streptomyces scabiei, a root pathogen that causes scab disease
in radish.
It is interesting to note that the roots treated with MeJA
showed an increase in PYK10-like protein content in a time-
dependent manner. The accumulation of this protein with re-
spect to MeJA treatment can be related to the observed alter-
ation of ER body number and size. Such an accumulation could
be due to an increase in the number of ER bodies and/or to an
increased oligomerization of PYK10-like proteins to form ag-
gregates during fusion of these structures. It can also be due to
an increase of the protein content per volume of long ER
bodies. In addition to these observations, we have found that
the proteins from the ER body-enriched 1,000 g pellets had a
significant amount of b-glucosidase activity which increased
significantly over time following MeJA treatment. Similarly, an
increase in b-fucosidase activity has also been found. Both
activities could be related to PYK10-like accumulation. PYK10
protein has been reported to possess both glucosidase and
fucosidase activities in Arabidopsis, and it is believed to act
through the hydrolysis of glucosinolates leading to the release
of toxic compounds involved in defense against insects and
pathogens. Together, these findings suggest that MeJA impacts
the number and morphology of the ER bodies and stimulates
ER body enzyme activities involved in defense responses of
radish root cells.
In summary, the present study provides evidence that func-
tional ER bodies are present in different cell types in radish root
and that b-glucosidase PYK10, or a PYK10-like protein, is a
marker of these organelles as has been established in A. thali-
ana. It also shows that ER body formation (i.e. number), morph-
ology (i.e. long ER bodies) and enzyme activities can be
regulated by the phytohormone MeJA probably to generate a
dynamic and responsive system for defense in radish root
against biotic stresses. Future investigations will hopefully
shed light on the molecular mechanisms involved of MeJA ef-
fects on ER bodies in relation to plant protection.
Materials and Methods
Plant material and growth conditions
Radish (Raphanus sativus var. gaudry) plants were used for all the experiments.
Seeds were surface sterilized and sown on half-strength MS medium (Sigma),
supplemented with minimal sucrose, and agar (1%) was used as a gelling agent.
Plates with seeds were then vernalized for 3 d at 4C and seeds were allowed to
germinate in a photoperiodic chamber under an 18 h daylight period at 22C
for 5–7 d before use.
Chemical treatments
Five-day-old seedlings were used for the chemical treatments. Roots were
sprayed with an MeJA solution at a concentration of 50 mM in phosphate
buffer (KH2PO4 235 mM and K2HPO4 35 mM, pH 6). The phosphate buffer
was used as a control for the ‘untreated’ plants. The excess solution was allowed
to drain off and the plates were incubated in the photoperiodic chamber as
above, harvested every 24 h for the next 4 d and stored in liquid nitrogen or
immunolabeled.
Immuno-cytochemistry: immunofluorescent
staining of ER bodies
Plants were fixed for 1 h in 50 mM PIPES pH 7; 1 mM CaCl2; 4% (v/v) parafor-
maldehyde (PFA); 0.5% (v/v) glutaraldehyde. Plants were washed four times for
10 min each with 50 mM PIPES pH 7; 5 mM EGTA; 2 mM MgSO4 and incubated
for 20 min at 25C with enzymes in 0.01% (w/v) pectolyase Y-23; 0.6% (v/v)
pectinase; 1% (v/v) cellulase. Then plants were rinsed three times for 5 min
each, with the first rinsing solution plus 10% (v/v) glycerol and 0.5% (v/v) Triton
X-100. Plants were incubated in frozen methanol for 15 min at –20C and
rehydrated with three baths of 5 min of phosphate-buffered saline (PBS;
137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 4.3 mM Na2HPO4; 1.5 mM KH2PO4). Aldehydes
were saturated with 0.1 M glycine in PBS for 15 min. Plants were saturated
with PBS–bovine serum albumin (BSA) 1%. Roots were cut from plants and
disposed on 10-well slides and incubated overnight at 4C with the anti-PYK10
(IM type, Matsushima et al. 2003) antibodies (diluted 1 : 1,000 in PBS–BSA) or
with only PBS–BSA (control). After washing with PBS–BSA seven times (5 min
each), the slides were incubated for 2.5 h with the secondary antibodies [Sigma
anti-rabbit IgG (whole molecule)–TRITC antibody produced in the goat anti-
serum IgG fraction, buffered aqueous solution (diluted 1 : 50 in PBS–BSA)].
After washing five times for 5 min with PBS–BSA and four times for 5 min
with double-distilled water, roots were mounted in anti-fade solution
(Citifluor AF2; Agar Scientific), and examined using an inverted confocal laser
scanning microscope (Leica TCS SP2 AOBS; objective,40 oil; excitation laser,
561 nm; barrier filter, 570–664 nm). Control experiments were performed by
omission of the primary antibody.
Treatment of images before analysis
Measurements and counting of ER bodies were performed using Imaris
Bitplane! software. Z-stack images were exported to TIFF format.
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Deconvolution was performed with Autoquant software (MediaCybernetics)
using the theoretical pointspread-function (adaptive PSF, 10 iterations). 3D
volumes were then further analyzed in Imaris (Bitplane!).
Counting and measurement of ER bodies
ER bodies were counted by adding spots automatically on ER bodies using three
filters: quality, intensity center and intensity standard deviation. Each filter was
calibrated manually before counting to capture the maximum number of ER
bodies. A mean of the values given by these three filters was calculated for each
count. More than 40 ER bodies were measured using Imaris Bitplane! soft-
ware; 36 samples were taken by random sampling.
Electron microscopy
Radish roots (as treated in the ‘Chemical treatments’ section) were prepared by
high-pressure freezing and freeze substitution for electron microscopy
analysis. Roots were first frozen with HPM100 (Leica Microsystems) in cupule
(type B, 16770142, Leica Microsystems) before they were transferred to a
freeze substitution automated system (AFS2, Leica Microsystems) pre-cooled
to –110C. Samples were substituted in anhydrous acetone+ 2% osmium tet-
roxide at –90C for 72 h. The temperature was gradually raised (2C h–1) to
reach –60C (12 h), –30C (12 h) and finally 0C. Then, samples were rinsed
with anhydrous acetone (2 15 min). Resin infiltration was processed under
gentle shaking in a solution containing Spurr/acetone: 25%, 8 h; 50%, 16 h at
+4C; or 75%, 8 h; 100%, 2 24 h at room temperature. Polymerization was
performed at+ 50C for 24 h. Ultrathin sections (70 nm; ultramicrotome UC6,
Leica Microsystems) were collected onto carbon–formvar-coated nickel grids
(16708962, Leica Microsystems). Finally, sections were stained for 4 h with 2%
osmium tetroxide vapor, followed by 15 min in uranyl acetate (0.5% in metha-
nol) and 15 min in Reynold’s lead citrate. Sections were observed in a Philips, FEI
Tecnai 12 Biotwin transmission electron microscope operating at 80 kV, with a
CCD camera (ES500W, Gatan).
Preparation of ER body fractions
The seedlings were grown under the above-described conditions and then used
for fractionation experiments. The shoot and root sections were severed with a
sharp scalpel blade and frozen in liquid nitrogen, and further utilized for the ER-
enriched subcellular fraction as described by Matsushima et al. (2003). The
samples were crushed in liquid nitrogen and the powder was suspended in
HEPES-NaOH (pH 7.5), 0.25 M sucrose and protease inhibitor cocktail (Roche).
The suspension was filtered through two layers of Miracloth (Caltech) and was
subjected to centrifugation. The clear homogenate was used as a crude extract.
The homogenate obtained was centrifuged at 1,000 g for 30 min at 4C and
the pellet was recovered. The pellet was resuspended in HEPES-NaOH buffer
and was used for ultrasonication for 10 min in an ice-cold water bath. The
supernatant obtained was further precipitated in ice-cold acetone for 4 h at
–20C. It was further centrifuged at 10,000 g and the pellet was washed with
80% acetone and air-dried. The resulting pellet was resuspended in the extrac-
tion buffer and protein quantity was estimated using the Bradford protein assay
Kit (Bio-Rad). About 5–10mg of protein was used for the SDS–PAGE and
immunodetection using PYK10 antibodies.
Immunoblot analysis
After SDS–PAGE, the proteins were transferred electrophoretically onto a
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad) using a semi-dry pro-
tein transfer apparatus (Transblot, Bio-Rad). The membrane was blocked in
5% non-fat skimmed dry milk for 1 h and later washed three times in Tris-
buffered saline (pH 7.5) supplemented with Tween-20 (0.1%). The membrane
was incubated for 1 h in PYK10 antibodies and BGLU18 using recommended
dilutions of (1 : 30,000, v/v) and (1 : 2,000, v/v), respectively. After incubation,
the membrane was washed again as mentioned above and incubated for 1 h
in alkaline phosphatase-conjugated secondary antibodies developed in goat
against rabbit IgG (Sigma-Aldrich) using a dilution of 1 : 5,000 (v/v).
Immunodetection was confirmed with an Alkaline Phosphatase develop-
ment kit (Promega) following the manufacturer’s instructions. A duplicate
gel was always run and stained with Coomassie blue to confirm equal loading
of the samples.
Assay of b-D-glucosidase and b-D-fucosidase
activities
Total protein extracts were prepared from roots. Six to eight roots were crushed
in liquid nitrogen and suspended in 1 ml of 50 mM sodium phosphate, pH 7.0,
and centrifuged at 8,000 g for 5 min. The supernatant was filtered through
two layers of Miracloth and further passed through 45 mm filters, and the pro-
tein concentration of clear filtrates was determined using the Bradford protein
assay reagent. We used 4-MU b-D-glucopyranoside (Sigma) and 4-MU b-D-
fucoside (Sigma) as a fluorescent substrate of b-D-glucosidase and b-D-fucosi-
dase, respectively. The filtrates containing 3 mg proteins were incubated in
100 mM sodium phosphate, pH 7.0, for 10 min at 37C (total 198 ml). A 2 ml
aliquot of 100 mM substrate was added to the solution and incubated at 37C.
The fluorescence intensity was measured for kinetic analysis. The fluorescence
was monitored using a microplate reader Flexstation 3 (Molecular Devices)
using an excitation wavelength of 360 nm and an emission wavelength of
465 nm.
Supplementary data
Supplementary data are available at PCP online.
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b)  anti-PYK10 
c) merged 
a) GFP-HDEL 
S1. Immuno-fluorescent staining of root epidermal cells of Arabidopsis seedlings 
expressing GFP-HDEL with anti-PYK10 antibodies imaged by confocal 
microscopy 
GFP-HDEL fusion strongly labels ER bodies and the ER (a), whereas the anti-PYK10 
antibodies coupled to TRITC label only ER bodies (b). Merging both channels reveals 
that GFP-HDEL and PYK10 colocalize (yellow; see (c)).  
Contrast P value Significant 
Untreated MeJA-72h - long ER bodies < 0.0001 yes 
Untreated MeJA-72h - small ER bodies 0.480 no 
MeJA-72h - long ER bodies MeJA-72h - small ER bodies < 0.0001 yes 
Contrast P value Significant 
Untreated MeJA-72h - long ER bodies 0.005 yes 
Untreated MeJA-72h - small ER bodies < 0.0001 yes 
MeJA-72h - long ER bodies MeJA-72h - small ER bodies < 0.0001 yes 
Contrast P value Significant 
Untreated MeJA-72h - long ER bodies < 0.0001 yes 
Untreated MeJA-72h - small ER bodies 0.611 no 
MeJA-72h - long ER bodies MeJA-72h - small ER bodies < 0.0001 Yes 
Length 
Density 
Diameter 
S2. Statistical analysis results 
All the data were analyzed using pair wise comparison by Tukey’s method. 
S3. ER bodies distribution along the root apex 
ER bodies density is not linear along the root, in fact it increases from the elongation zone to get its 
maximum in the meristematic zone and then decreases in the root cap. 
Each point correspond to one measurement. 
Root parts: 1 to 3 = elongation zone; 4 and 5 = meristematic zone; 6 = root cap.  
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II.2. Article 2 : soumis dans Plant Journal 
 
Running title: ER bodies-related genes expression in root tissues 
 
Analysis of Endoplasmic Reticulum bodies-related gene expression in 
different zones of the Arabidopsis thaliana root isolated by Laser Assisted 
Microdissection with minimal sample preparation 
 
Maxime Gotté, Magalie Bénard, Marie-Christine Kiefer-Meyer, Rim Jaber, John Moore, 
Maïté Vicré-Gibouin, Azeddine Driouich 
 
L'apex de la racine primaire des eudicotylédones comporte généralement plusieurs zones 
distinctes présentant différents rôles dans la croissance. La zone de la coiffe comprenant la 
coiffe latérale protégeant le méristème et la columelle qui assure la perception de la gravité, 
est suivie par la zone méristématique qui est la zone où les cellules se divisent abondamment 
avant de s'allonger intensément permettant l'élongation de la racine dans la zone d'élongation. 
Enfin les poils absorbants émergent dans la zone de différenciation.  
Chez Arabidopsis thaliana, toutes ces zones possèdent dans leurs tissus périphériques des 
corps du réticulum endoplasmique (ER bodies), des organites jouant un rôle dans la défense 
contre les stress biotiques et abiotiques. Par ailleurs, le nombre de ces organites est augmenté 
après un traitement au MeJA (Matsushima et al., 2002 ; Gotté et al., 2015), une phytohormone 
impliquée dans la mise en place des réactions de défense. 
Toutefois, les différences de tailles entre les cellules des différentes zones de l'apex racinaire 
entrainent une distribution hétérogène des ER bodies. Cela implique également un contrôle 
génétique particulier de ces organites dans les différentes zones. En effet, la formation des ER 
bodies est sous le contrôle du facteur de transcription NAI1 qui lui même contrôle 
l'expression de NAI2 et des β-glucosidases BGLU21, BGLU22 et BGLU23/PYK10. Les 
protéines codées par ces gènes et particulièrement NAI2 et PYK10 sont nécessaires à la 
formation des ER bodies.  
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Dans cette étude, nous avons, tout d'abord, analysé l'évolution des profils d'expression de ces 
5 gènes (BGLU21, BGLU22, BGLU23, NAI1 et NAI2) durant les 24h suivant un traitement au 
MeJA dans les racines entières. Ceci nous a permis de mettre en évidence que ce traitement 
induit une surexpression de NAI1 dès la première heure, suivie logiquement par une 
surexpression des autres gènes dès 3h suggérant que les gènes contrôlant la formation des ER 
bodies sont intensivement surexprimés dans les racines en cas d'activation de la voie de 
défense du JA. 
Dans un second temps, l'expression de ces 5 mêmes gènes a été mesurée dans les 4 zones de 
l'apex de la racine primaire. Pour y arriver nous avons mis au point un protocole simple 
permettant la dissection des différentes zones à l'aide d'un microdissecteur laser, ne 
nécessitant aucune préparation préalable des échantillons tout en garantissant une bonne 
conservation des ARNs. Grâce à cette méthode, nous avons pu mettre en avant que 
l'expression des gènes relatifs aux ER bodies a tendance à augmenter depuis la zone de la 
coiffe jusqu'à la zone de différenciation.  
Enfin nous avons montré qu'après le traitement au MeJA, les 5 gènes sont surexprimés dans 
les 4 zones, mis à part NAI1 dans la zone de différenciation. Par ailleurs, nos données 
suggèrent que les surexpressions de BGLU23, NAI1 et NAI2 sont plus importantes dans la 
zone d'élongation que dans les autres zones. 
Tous ces éléments suggèrent que le contrôle génétique des ER bodies est spécifique pour 
chaque zone racinaire en condition constitutive comme élicitée. 
Parallèlement, cette étude nous a permis de mettre au point une méthode efficace pour 
l'extraction d'ARN des zones racinaires, et qui pourra être utilisée pour les extractions et 
analyses de protéines des différentes zones. Cette étude ouvre également la voie à l'étude des 
régulations de gènes impliquées dans la défense, dans les différentes zones racinaires. 
 
Je présente ci-dessous une figure représentant l'un des résultats majeurs de cette étude, suivie 
de l'ensemble de l'article. 
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a. 
b. 
a. Expression relative de 5 gènes liés au ER 
bodies en condition non traitée, dans les 
différentes zones de l'apex racinaire 
microdisséquées : zone de la coiffe (CZ), zone 
méristématique (MZ), zone d'élongation (EZ), 
zone de différenciation (DZ). Excepté pour BGLU21, l'expression des gènes augmente depuis la CZ 
jusqu'à la DZ. b. Changement dans la surexpression des gènes dans l'apex racinaire entre 3 et 5h après 
traitement au MeJA 50 µM. La zone d'élongation présente les plus importantes surexpressions pour 
les gènes NAI1, NAI2 et BGLU23 contrôlant la formation des ER bodies. 
 
  
Figure 23 : Résultats majeurs de cet article. 
Expression des gènes liés aux ER bodies 
dans les différentes zones de la racine après 
et sans traitement au MeJA. 
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Abstract 
Endoplasmic reticulum (ER) bodies are important organelles for root defense. However, little 
is known regarding the genetic control of their formation in root tissues. In the present 
study, Arabidopsis thaliana roots were dissected using Laser Assisted Microdissection with 
minimal sample preparation (no fixation or embedding steps were used) and the expression 
of genes associated with ER body formation and function was assessed by qRT-PCR in the 
presence and absence of the defense phytohormone, methyl jasmonate. Zones of interest 
were identified in plants over-expressing a SP-GFP-HDEL fluorescent construct; these being 
the root cap, meristematic, elongation and differentiation regions. Given their role in ER 
body formation, the expression of the genes, NAI1, NAI2, BGLU21, BGLU22 and BGLU23 was 
evaluated in the whole root and in the four dissected root zones using qRT-PCR. Our data 
show that the expression level of all five genes differs in a root zone-specific manner in 
untreated roots. They also reveal that all of them are over expressed in response to methyl 
jasmonate with the two NAI genes being the most highly over expressed in the elongation 
zone. Finally, the NAI1 gene, encoding for a transcription factor that regulates the expression 
of the four other genes, is the first to respond to methyl jasmonate supporting its central 
role in ER body formation and function in root defense. 
 
Keywords: 
ER bodies, Laser Assisted Microdissection, qRT-PCR, Methyl Jasmonate, Root, Arabidopsis 
thaliana 
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INTRODUCTION 
 
Plants are constantly confronted with a range of biotic and abiotic stresses; and they 
respond using a variety of strategies to ensure maintenance of homeostasis and survival. 
Such responses begin by the perception of the stress source (Jones and Dangl, 2006; Boller 
and Felix 2009), this is followed by an appropriate hormone-related induced response 
(Verhage et al., 2010) which in turn controls the expression of the appropriate modulating 
genes (van Loon and van Strien, 1999). In the case of biotic stresses, this involves up-
regulating and down-regulating of defense-related genes.  
The primary root is a complex organ that is composed of different tissue regions with each of 
these zones contributing a crucial role in root growth and survival. At the distal tip of the 
root are the border-like cells (BLC) which are layers of cells detaching from the root cap that 
protect the root (Vicré et al., 2005; Driouich et al., 2007, 2010; Plancot et al., 2013). Above 
these BLCs is the root cap which is composed of the lateral root cap and the columella cells 
(Bennet and Scheres, 2010). Above it, there is the quiescent center surrounded by the stem 
cells (Scheres et al., 2002) which are the primary site for root growth. The root cap plus BLC, 
named as the root cap zone (CZ) in this study, facilitates first contact at the plant-soil 
interface by secreting exudates to modify the rhizosphere (Jones et al., 2009). Growth is also 
directed from the root tip into the meristematic zone (MZ) where significant cell division 
occurs (Scheres et al., 2002). After several divisions, meristematic cells begin to elongate 
forming the elongation zone (EZ). Finally, the EZ gives rise to the differentiation zone (DZ) 
accompanied by additional elongation and the development of root hairs to form mature 
root cells (Verbelen et al., 2006). 
Brassicaceae species, such as Arabidopsis, have evolved a unique organelle that forms on the 
endoplasmic reticulum (ER) called the ER body (Hayashi et al., 2001). ER bodies are spindle-
shaped structures of 5-10 µm in size that accumulate β-glucosidases (BGLU) -BGLU21, 
BGLU22 and BGLU23/PYK10- (Nakano et al., 2014). These BGLU proteins are able to form a 
multi-protein complex with high enzymatic activity, named the PYK10 complex. Complex 
formation of PYK10 occurs when cells and endomembranes are collapsed or are disrupted 
(Nagano et al., 2005, 2008). This complex hydrolyzes scopolin into scopoletin, a phytoalexin 
biologically active against pathogens (Peterson et al., 2003; Ahn et al., 2010; Nakano et al., 
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2014). ER bodies can be easily observed in an Arabidopsis mutant expressing ER-localized 
green fluorescent protein (SP-GFP-HDEL; Köhler, 1998; Hayashi et al., 2001). They are 
distributed in the epidermal cells of cotyledons, hypocotyls and roots but absent in rosette 
leaves in Arabidopsis (Matsushima et al., 2002). Furthermore, they are present in large 
quantities in epidermal and cortical cells of Raphanus sativus roots (Bonnet et Newcomb, 
1965; Gotté et al., 2015) and Lepidium sativum (Iversen and Flood, 1969). 
ER body formation events are under the control of the transcription factor NAI1 that is 
responsible for BGLU21, BGLU22 and BGLU23/PYK10 and NAI2 expression. NAI2 is a protein 
believed to physically interact with BGLU23 thus playing a major role in producing the ER 
bodies on the ER network (Matsuhima et al., 2004; Yamada et al., 2008, 2011). 
ER bodies are currently believed to be involved in signaling events associated with response 
to external cues; such as wounding and infection (Matsushima et al., 2002; Nagano et al., 
2005, 2008; Nakano et al., 2014). In fact, several studies have shown that ER bodies are 
extremely sensitive to wounding as well as methyl jasmonate (MeJA) treatment 
(Matsushima et al., 2002); a phytohormone involved in defense against wounding, fungal 
pathogens and chewing insects (McConn et al., 1997; Ballaré, 2011). Indeed, wounding and 
MeJA treatment were able to induce the formation of new ER bodies in rosette leaves while 
unwounded/untreated control leaves did not form ER bodies (Matsushima et al., 2002; 
Ogasawara et al., 2009). It was also observed that MeJA treatment induced fusion between 
several ER bodies in radish roots resulting on the formation of very long ones (Gotté et al., 
2015). However, little is known regarding ER body-related gene expression in roots and 
certainly almost nothing at the level of different root tissues. 
ER bodies are not found uniformly throughout the root and are enriched in certain tissues 
within root zones (Gotté et al., 2015). This is particularly important to understand in the 
context of innate plant immunity to root pathogens such as fungi and nematodes (van Dam 
et al., 2009). Hence, different zones of the root show variability in their susceptibility to 
attack. For instance, when infected by the oomycete Aphanomyces euteiches, the pea root 
(Pisum sativum) produces high concentration of the phytoalexin pisatin in the DZ and the 
root cap whereas pisatin production was low in the EZ. Consequently, the oomycete infects 
preferentially the EZ whereas the root cap and border cells remain free of zoospores in the 
early stages of infection (Cannesan et al., 2011). It is, therefore, predicted that the four 
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major root zones (root cap, meristematic, elongation and differentiation) show differences 
in gene expression during development and when challenged with pathogens or elicitors. 
Hence, it is of great interest to study defense gene expression in response to treatment with 
compounds able to induce defense mechanisms. 
Laser assisted microdissection (LAM) has emerged as a novel powerful tool which uses a 
laser beam to dissect and isolate specific tissues from different organs (e.g. floral meristems) 
(Mantegazza et al., 2014) and has even been shown to be able to excise as many as 40 
different cell types dissected from rice roots and shoots (Jiao et al., 2009). Improvement in 
the technology and modulating the power/precision of the laser beam has allowed for the 
effective cutting through hard and thick tissues such as seeds (Thiel et al., 2011). These 
improvements have recently facilitated the ability to isolate RNA from different tissues for 
targeted gene expression studies or transcriptomic analyses (Gautam and Sarkar, 2014). 
Proteomic and metabolomic approaches have also been demonstrated on the dissected 
tissue samples (Gautam and Sarkar, 2014). A major limitation of the LAM approaches thus 
far, have been the dependence of chemical fixation and embedding procedures (Gautam 
and Sarkar, 2014). The approach followed involves time-consuming dehydration, embedding 
and microtome sectioning steps, before the samples are finally microdissected (Gautam and 
Sarkar, 2014).  
In this study, we report on the differential expression of five genes (NAI1, NAI2, BGLU21, 
BGLU22 and BGLU23) involved in ER body formation and function, in different zones of the 
root in response to the defense phytohormone, MeJA. This was achieved by using an easy 
and reproducible in vivo method to dissect the four major distinct root zones, CZ; MZ; EZ and 
DZ, from living Arabidopsis seedlings without any significant sample preparation. This 
methodology was optimized and enabled us to show that there is a root zone dependant 
control of the five ER body-related genes under basal and MeJA induced conditions using a 
targeted qRT-PCR approach.  
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Materials and Methods 
 
Plant material and growth conditions 
Wild-type Arabidopsis thaliana (ecotype Columbia) were used for all the qRT-PCR 
experiments. Transgenic Arabidopsis SP-GFP-HDEL seeds were used for confocal microscopy 
(Yamada et al., 2008). Seeds were surface sterilized with 70% (v/v) ethanol for 1 min 
followed by immersion in 0.87% (v/v) bleach for 1 min. After several washes in sterile 
distilled water, the seeds were sown onto agar plates (1% (w/v) Bacto Agar) supplemented 
with Arabidopsis medium (Duchefa Biochemie, Haarlem, Nederland) (11.83 g.L-1) and 
Ca(NO3)2 (2 mM). Plates with seeds were placed vertically in 16h-day/8h-night cycle for 11 
days at 23°C.  
Roots were sprayed with a MeJA solution at a concentration of 50 µM (Matsushima et al., 
2002; Gotté et al., 2015) in phosphate buffer (KH2PO4 18 mM and K2HPO4 2 mM, pH 6). The 
phosphate buffer treated roots were used as control when analyzing the MeJA effect. The 
untreated roots were used as the reference sample condition. The excess solution was 
allowed to drain off and the plates were incubated in the photoperiodic chamber as above, 
for an appropriate duration. 
 
Observation of ER bodies by confocal microscopy: 
Roots expressing the SP-GFP-HDEL were take out gently and mounted on a glass microscope 
slides in a drop of water and directly examined with a confocal laser scanning microscope 
(Leica TCS SP2 AOBS; objective, x40 Oil; excitation laser, 488 nm; barrier filter, 495–560 nm; 
Leica Microsystem, Inc., Bensheim, Germany). Images were processed with ImageJ (NIH, 
Bethesda, Maryland, USA). 
 
RNA extraction and reverse transcription from whole roots over a 24h time course 
The seedlings were grown under the above-described conditions and treated 1h, 3h, 6h, 12h 
and 24h before harvesting the roots. This experiment was conducted on the whole root part. 
After cutting the aerial parts, around 80 roots (≈90 mg) per biological replicate were 
collected with a plier, put into Lysing matrix D tubes (MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, 
Califormia, USA) and immediatly frozen in liquid nitrogen. Each sample is then lysed with 
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FastPrep®-24 (MP BIOMEDICALS) in presence of lysis buffer from RNeasy Plant Mini Kit 
(QIAGEN France SAS, Courtaboeuf, France) and RNA was subsequently extracted using this 
kit following the manufacturer’s instructions. Three biological sample replicates were used 
per time point. RNA quantity were evaluated with the NanoDrop 2000 spectrophotometer 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA, www.nanodrop.com). cDNAs were 
synthesized from 1.7 µg of total RNA using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kits (Applied Biosystems®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 
USA).  
 
Microdissection of roots followed by RNA extraction and reverse transcription 
Plants were grown and treated, as described above, 3 to 5h before excision. Phosphate 
buffer treated roots were used as control and untreated roots were used as reference 
sample when analyzing the MeJA effect. Each plant was individually carefully removed with 
pliers of its culture plate and transferred to Leica RNase-free PEN foil slides (Leica 
Microsystem). A few drops of phosphate buffer were deposited on the aerial part which is 
not in contact with the PEN film, in order to maintain the relative moisture content of the 
plant during the period of microdissection. A Leica LMD7000 system was used to dissect 
using the following settings for the DZ and EZ: 5x objective at power 55, aperture 17, speed 
10, specimen balance 27, pulse frequency 420 Hz. Since MZ and CZ get higher number of cell 
per volume unit, the tissus were denser and microdissection get harder, thus it required 
strongest settings: 20x objective at power 55, aperture 12, speed 15, specimen balance 45, 
pulse frequency 964 Hz. Thus two zones from the same root were sequentially 
microdissected in less than two minutes and collected in separates tubes as follows -EZ then 
DZ; or CZ then MZ-. The distinction between each zone was determined by observation 
based on Benfey et al. (2010). The microdissected zones were collected into a 0.5 ml 
RNasefree PCR tube containing RLT lysis buffer (Qiagen) complemented with 1% (v/v) β-
mercaptoethanol and with carrier RNA (Qiagen) following the manufacturer’s instructions. 
20 dissected zones represented one biological sample and six biological sample replicates 
were analyzed. Each biological replicate of 20 dissected zones was collected in one session of 
microdissection that did not exceed 45 minutes. The samples were subsequently vortexed 
for 10 seconds, spun down and immediately put on ice till the end of the microdissection 
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session then stored at -20°C within 3 days before RNA extraction. The RNA extraction was 
performed using the RNeasy Micro Kit (Qiagen) following the manufacturer’s instruction 
manual. RNA quality estimated by the RNA integrity number (RIN) and quantity were then 
analyzed with the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) tool. 
Complementary DNAs were synthesized from 3.5 ng of total RNA using the QuantiTect 
Reverse Transcription kit (Qiagen).  
 
Real-Time qRT-PCR 
Real time qRT-PCR was performed using a qRT-PCR ABI PRISM 7500 machine and fast SYBR 
Green Master Mix (Applied Biosystems). The program used for qRT-PCR was as follows: 20 s 
at 95°C, 40 cycles of 3 s at 95°C and 15 s at 95°C, followed by a melt curve of 1 min at 60°C, 
15 s at 95°C, and 15 s at 60°C. The gene-specific primers, details in table S1, were 
synthesized (Eurogentec France SASU, Angers, France). 
Quantitative genes expressions were calculated by the efficiency correction method (Pfaffl, 
2001; Schmittgen and Livak, 2008) which has been improved using the combination of 
ACTIN2 and selected housekeeping genes in one mathematical model (Vandesompele et al., 
2002). Therefore the expression ratio (R) of a target gene is calculated based on efficiency of 
the primers (E), the crossing point (CP) deviation of a sample1 against a reference sample, 
and expressed in comparison to several housekeeping genes (hse): 
   
                                            
        
                                           
                                      
 
Expression values, obtained from whole roots samples over a 24h time course, were 
normalized to three housekeeping genes (ACTIN2, GAPDH and EF1-α). Statistical analyses 
were performed using the two-way ANOVA with the Sidak's multiple comparison test (Abdi, 
2007). 
Expression values, obtained from dissected root zones, were normalized to two 
housekeeping genes (ACTIN2 and GAPDH). Statistical significances were calculated with the 
one-way ANOVA - Bonferroni's multiple comparison test (Abdi, 2007).  
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Results 
 
Distribution of fluorescently-tagged (SP-GFP-HDEL) ER bodies in the four defined root 
zones of Arabidopsis thaliana 
 The distribution of ER bodies in different root cell types of Raphanus sativus were described 
previously by Gotté et al., (2015). In this study, we have evaluated the distribution of ER 
bodies in the different tissue zones of Arabidopsis roots expressing the SP-GFP-HDEL 
fluorescent protein tags (Figure 1). The fluorescent ER bodies were observed in the 
epidermal and cortical cells of the DZ, EZ and in the epidermal cells of the MZ. Furthermore, 
they were found in the CZ's columella, lateral root cap and first layer of BLC. Interestingly, 
fluorescently-tagged ER bodies appeared to be absent from the quiescent center, the 
endodermis and the stele of the root tissue.  
Given these differences, it is of interest to understand some of the genetic factors that 
regulate ER body production at a tissue level in the four main root zones: CZ; MZ; EZ and the 
DZ within 3 mm after the EZ. We chose to perform a targeted analysis of five important 
genes (NAI1, NAI2, BGLU21, BGLU22 and BGLU23) that play key roles in the development 
and function of ER bodies, as detailed in table 1. In Arabidopsis cotyledons, these genes are 
expressed at basal levels during growth conditions and are not induced neither by local nor 
systemic wounding (Ogasawara et al., 2009) which may involve the Jasmonic acid defense 
pathway. Therefore, it is interesting to assess their expression in root, in basal and MeJA-
treated conditions.  
 
Monitoring the whole root expression of NAI1, NAI2, BGLU21, BGLU22 and BGLU23 at 
selected intervals over 24h following MeJA application  
Previous reports have shown that MeJA induces changes in the number, distribution and 
morphology of ER bodies (Matsushima et al., 2002; Gotté et al., 2015). Hence, we 
hypothesized that MeJA treatment might also change expression patterns of the key ER 
body genes namely: NAI1, NAI2, BGLU21, BGLU22 and BGLU23 in whole root tissues.  
The qRT-PCR expression datasets for each of the five genes at six time intervals (t0, 1h, 3h, 
6h, 12h and 24h) following the application of MeJA is shown in Figure 2. Unsurprisingly, the 
control conditions (only phosphate buffer added) did not induce significant changes in the 
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gene expression levels when compared to t0. In contrast, all five ER body-related genes 
showed strong induction with MeJA treatment, although this was time dependent with most 
genes being induced after 3h; while NAI1 was induced after 1h of MeJA application (Figure 
2). The maximum levels of over-expression were generally found between 3 and 6h post-
treatment and then slowly decreased; except for BGLU21 where the highest over-expression 
level was found at 24h post-treatment (Figure 2). The early expression of NAI1 at 1h post-
treatment before BGLU21, BGLU22, BGLU23 and NAI2 at 3h is not surprising; as NAI1 is a 
transcription factor that regulates the expression of the four other genes (Matsushima et al., 
2004 and Nakano et al., 2014). We also observed that BGLU21 had a markedly different 
expression profile being over-expressed from 3h post-treatment to get is maximum at 24h 
post-treatment (Figure 2). These data confirm that MeJA induction of ER body related genes 
is relatively short (1-3h post-treatment) (Figure 2). Furthermore, in order to perform 
microdissection with a view to understand tissue level expression differences in response to 
a plant defense regulator such as MeJA, the microdissection should be conducted between 
3h and 6h post-treatment. 
 
LAM preparation 
LAM has been previously used to dissect tissues or specific cells after chemical fixation (e.g. 
acetone, ethanol-acetic acid treatments) depending on the nature of the sample; followed 
by tissue embedding into wax and/or paraplast to create a solid tissue-containing block in 
order to perform tissue sectioning before final transfer to slides to dry (Gautam and Sarkar, 
2014). We have developed a procedure with minimal sample preparation in order to 
overcome modification due to chemical preparation of tissue (e.g. RNA degradation by 
cross-linking with formalin) (Farragher et al., 2008). In this study, we demonstrate that our 
simpler technique can be used to isolate different root tissue zones without the need for 
harsh chemical treatments and long tissue preparation times. The only treatment the 
seedling tissue were exposed to was the actual laser microdissection procedure itself (see 
material and methods for details), thus there is no obvious risk of artifacts being induced by 
harsh chemicals and long preparation times. Furthermore, in order to get the best 
preservation of RNA integrity it is also critical to reduce the time required for sectioning. 
Therefore, it is important to improve the cutting by optimizing the settings of the laser and 
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by designing the best dissection area and by limiting the exposure of the tissue to the laser. 
Indeed, in our conditions, dissecting two root zones per plant does not exceed two minutes 
and the dissected tissues immediately falls into lysis buffer. 
These conditions allowed for a good preservation of RNA integrity especially in the DZ and in 
the EZ with a RIN (RNA integrity number) of respectively: 8.37 ± 0.12 and 8.15 ± 0.13 (Figure 
3A, B, C). However, the RNA quality was less well-preserved in the MZ and in the CZ with the 
respective following RIN: 5.29 ± 0.41 and 1.81 ± 0.12 (Figure 3A, D, E) even with much lower 
power settings. This could be probably due to the higher ratio of damaged to undamaged 
cells in these two zones compared to DZ and EZ. Thus, RNA in MZ and CZ suffers more 
degradation. 
 
Real-time qRT-PCR measurements of NAI1, NAI2, BGLU21, BGLU22 and BGLU23 genes on 
laser microdissected tissue from DZ, EZ, MZ and CZ of whole roots 
After microdissection, samples were processed for RNA extraction followed by reverse 
transcription to cDNA for real-time qRT-PCR (quantitative reverse transcription polymerase 
chain reaction). Firstly, we analyzed the difference of basal expression levels of each of the 
five genes between the different root zones. Since the DZ is the major zone of the whole 
root, each relative gene expression was calculated using the DZ CPs mean as reference 
sample (Figure 4). We found that NAI1, NAI2, BGLU22 and BGLU23 basal expression patterns 
all tended to show an increase from the CZ to the DZ. In contrast, BGLU21 showed highest 
expression levels in the MZ and EZ and then decreased in the DZ (Figure 4). 
 
Secondly, we analyzed the effect of MeJA treatment on the expression levels of all five genes 
in comparison with the phosphate buffer condition (control) in each of the four root zones. 
We noticed that all the genes tended to be over-expressed in the four root zones in the 
presence of MeJA (Figure 5A). However, the over-expression levels were much lower 
compared to the levels found in the whole root dataset (Figure 2 and Figure 5A). By 
subtracting the mean relative gene expression data obtained from each root zone from DZ 
expression data we can show that NAI1, NAI2 and BGLU23 were the most over-expressed in 
the EZ; then lower in the CZ, lower still in the DZ and finally lowest in the MZ. BGLU22 over-
expression is higher in the DZ than in the EZ and CZ and lowest in the MZ (Figure 5B). As 
Article 2 
 
 
110 
previously noted, BGLU21 had a different profile with an over-expression quite linear in the 
CZ, MZ and EZ and higher in the DZ (Figure 5B). 
Together these results suggest that there is a subtle modulation of ER body gene expression 
in the different root zones under basal growth conditions. This slight differential gene 
expression control is probably linked to the adjustment of the production of ER body in the 
appropriate cell types. Furthermore, MeJA treatment induces local over-expression of these 
genes, albeit at lower levels than expected, which in turn controls the production of ER 
bodies in the different tissues. These differences may reflect the capacity of different cell 
types to cope with external stimuli related to biotic stress. 
 
 
DISCUSSION 
 
The present study demonstrates that the expression of several genes involved in 
endoplasmic reticulum (ER) body formation and functioning is differentially regulated in 
different root zones in response to the defense phytohormone, methyl jasmonate (MeJA). 
The NAI1 gene encoding for a transcription factor that regulates the expression of the four 
other genes (NAI2, BGLU21, BGLU22 and BGLU23) was the most highly expressed in early 
times after MeJA treatment supporting its important role in ER body formation and ER body-
mediated defense in root cells. The study also demonstrates an easy and reproducible 
method to dissect various parts of the root (four zones in this study) using laser assited 
microdissection (LAM) without the need for any significant pre-treatment steps. This method 
permits the isolation of tissue samples for the measurement of gene expression in localized 
zones of the root. 
 
To date most of the studies on ER bodies have been limited to cotyledons and leaves whilst 
almost nothing is known about their regulation and probably diverse functioning in roots. 
Roots are crucial organs with a very different development system and an immune response 
distinct as compared to leaves (Balmer and Mauch-Mani, 2013). Here, we show that roots 
expressing the SP-GFP-HDEL fluorescent construct demonstrated differential ER body 
distribution, in the four root zones delineated, using confocal microscopy imaging (Figure 1). 
However, the regulation and the expression of associated genes for ER bodies in roots are 
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largely unknown. In fact, previous studies mainly conducted on shoots, have provided 
important information regarding their composition (Matsushima et al., 2003, 2004; Nagano 
et al., 2008; Yamada et al., 2008; Nakano et al., 2014). It is known that one of the major 
regulatory and functional molecular components include the β-glucosidase (BGLU) 
BGLU23/PYK10 along with NAI2 protein (Matsushima et al., 2003; Yamada et al., 2008). In 
addition, ER bodies also contain at least two other BGLU: BGLU21 and BGLU22 involved in 
their formation (Nakano et al., 2014). These four compounds are under the control of the 
transcription factor NAI1 (Nakano et al., 2014). A study conducted on Arabidopsis cotyledons 
has shown that BGLU21, BGLU22 and BGLU23 expression were not affected by local or 
systemic wounding events (Ogasawara et al., 2009). It is well known that jasmonic acid is 
mainly involved in wounding responses and that the phytohormone MeJA induces the 
production of new ER bodies (McConn et al., 1997; Matsushima et al., 2002, Gotté et al., 
2015). Thus, these three genes were not affected by wounds (Ogasawara et al., 2009) and so 
probably not either by MeJA in cotyledons. Interestingly, in roots, we showed that the genes 
encoding these five proteins were strongly over-expressed after a 50µM MeJA treatment 
(Figure 2) which clearly demonstrates that hormonal regulation related to ER body 
formation is different between roots and shoots (leaves, cotyledons) as discussed by Balmer 
and Mauch-Mani (2013).  
From the whole root perspective, the application of MeJA initially resulted in the NAI1 gene 
being highly over-expressed (9 times compared to control) from around 1h post-treatment 
whereas the other genes did not exceed an over-expression of four times at this same stage. 
All five genes then increased to their maximum over-expression levels seemingly between 3 
and 6h post-treatment. This makes sense since the BGLU21, BGLU22, BGLU23 and NAI2 
genes are known to be expressed in a NAI1 dependent manner (Nakano et al., 2014). Thus, 
NAI1 expression is probably slightly repressed in basal growth conditions but this constraint 
is released when MeJA is perceived (Ballaré et al., 2011). NAI1 is then able to induce a strong 
and proportional over-expression of its target genes as suggested by Ballaré et al. (2011). 
 
In comparison, very little is known about the local control of these genes at the root tissue 
level under basal growth conditions and after induction with MeJA. Hence, it is of 
considerable interest to understand their regulation in the four different root zones defined 
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(e.g. DZ, EZ, MZ and CZ). In order to achieve this, the application LAM with minimal sample 
pre-treatment has proven to be an effective tool enabling to dissect and excise tissue from 
the four root zones in a minimum time of two minutes per zone. Our method combines 
rapid excision and isolation without any significant tissue preparation (apart from buffers) 
allowing sampling of living plants followed by immediate quenching for subsequent analysis 
for gene expression. This method gave excellent RNA quality in the DZ and EZ with RIN over 
8 (Figure 3A, B, C). However, the quality was lower in the MZ with a RIN of 5.29 ± 0.41 
(Figure 3D) and even less so in the CZ with a RIN of 1.81 ± 0.12 (Figure 3E), this is probably 
due to the nature of the tissue samples. MZ and CZ are significantly smaller zones than their 
EZ and DZ counterparts and their cells are smaller and in higher number than the EZ or DZ 
for the same volume of tissue. Consequently, the ratio of wounded and damaged cells to 
undamaged cells should be higher in MZ and CZ, thus the RNA could be in a more damaged 
state in these two zones. However, as the amplicon sizes are small (<150 base pairs) that 
even with damaged RNA it is still possible to perform qRT-PCR (Kashofer et al., 2013). qRT-
PCR results indicate that the relative expression of NAI1, NAI2, BGLU22 and BGLU23 in 
untreated conditions all tended to increase from the CZ to the DZ (Figure 4) whereas BGLU21 
showed higher expression levels in the EZ and MZ. This suggests that the ER bodies produced 
in the four different zones have a distinct composition since the ratio of  
      
                  
 proteins contained in ER bodies may differ from one zone to 
another. Furthermore, the NAI1, NAI2 and BGLU23 profiles suggest that BGLU23 and NAI2 
expression is probably under the strong influence of NAI1 control while the BGLU21 and 
BGLU22 genes are probably influenced by other factors in addition to NAI1 levels. Apart 
from showing that BGLU23 and NAI2 proteins as being critical factors in ER body formation, 
their gene expression profile also suggests that ER body production increases from the CZ to 
the DZ. In a previous paper, we demonstrated that the number of ER bodies per mm³ 
decreased from the MZ to the DZ in radish roots (Gotté et al., 2015), since the MZ cells are 
smaller than DZ and EZ cells, it suggests that the number of ER bodies per cell could be 
higher in the EZ or DZ in comparison with the MZ. If this is also true for Arabidopsis thaliana, 
then the data from Gotté et al. (2015) linked with our observations from this study would 
suggest that the production of ER bodies is controlled by the NAI1, NAI2 and BGLU23 genes. 
Such a production of ER bodies is also regulated at a spatial level as the influence of these 
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genes is limited in the small root epidermal cells but increases along the length of root in the 
direction of larger elongated cells found in the EZ and DZ. It may be that a root gradient 
repression feedback control is present in the MZ and CZ cells where the genes for ER body 
formation are suppressed as sufficient ER bodies are formed during growth and as restricted 
space in these small cells limit the production of new ER bodies.  
 
Finally, it was demonstrated that MeJA treatment caused the five studied genes to be over-
expressed in the four root zones, except for NAI1 in the DZ where levels remained low 
(Figure 5). Furthermore, the over-expression of BGLU23, NAI1 and NAI2 tended to be higher 
in the EZ as compared to the other zones, probably in order to produce a higher amount of 
ER bodies in this zone that is particularly susceptible to infection (Figure 5B). As observed for 
basal conditions, BGLU21 and BGLU22 present particular profiles after MeJA application. 
BGLU21 seems to be over-expressed equally in the CZ, MZ and EZ and highly expressed in 
the DZ. While BGLU22 seems to follow the same profile as BGLU21 except that the level of 
over-expression is lower in MZ. All these data seem to indicate that the ER body-related 
genes were consistently over-expressed at lower levels in the MZ rather than other zones. 
This could be due to the high number of ER bodies per unit of volume constitutively present 
in the MZ epidermal cells (Gotté et al., 2015), thus this zone requires less ER bodies to be 
produced, hence much lower levels of expression.  
 
It is of crucial importance to study and elucidate the defense mechanisms that have evolved 
in plants in order to develop natural solutions to agricultural crop losses caused by diseases. 
In order to achieve these objectives, the involvement of the root component of the plant 
preformed and innate immune system is becoming more appreciated and studied. However, 
much regarding the root immune response remains still to be elucidated. Plants have 
evolved common and organ-specific responses for protecting roots, shoots and leaves from 
damage (Balmer and Mauch Mani, 2013). Furthermore, the immune response is not uniform 
throughout the different root tissues (Millet et al., 2010), this is probably in response to the 
variety of root pathogens that exist in nature and their various entry strategies for 
penetration and colonization. The elongation zone seems to be the main point of entry for 
many pathogens such as the oomycetes Phytophtora parasitica and Aphanomyces euteiches 
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(Attard et al., 2010; Cannesan et al., 2011). Thus, there is a real need for more detailed study 
of the localized and compartmentalized immune response pathways and processes. Our 
protocol is ideally suited to study the response of defense genes using external elicitor 
treatments, as demonstrated by MeJA application in this study. The absence of sample 
preparation along with rapid excision and isolation of tissues helps to avoid most of the 
previous methodological issues that would likely induce an artifactual over-expression 
response of the defense genes. Furthermore, the method could also be used for targeted 
protein or untargeted proteomic analysis from the various root zones. Proteomic analysis of 
microdissected samples is clearly more complicated since protein samples cannot be 
amplified like DNA and RNA, thus requiring a much larger amount of material to be collected 
(Gautam and Sarkar, 2014). Our technique avoids the long step of sample preparation and 
consequently reduce the total length of time required to collect all the samples for a single 
study. 
 
 
Conclusion 
 
In summary, we demonstrated that the expression of the five genes associated with the 
production and functioning of ER bodies is root tissue zone specific and is dependent on the 
basal growth stage and external factors, such as phytohormone application (e.g. MeJA). 
Furthermore, we showed that BGLU23 and NAI2 seem to be strongly regulated by 
transcription factor (NAI1). Whereas BGLU21 and BGLU22 seem to not be solely controlled 
by NAI1 but additional factors currently unknown, and not evaluated in this targeted method 
study. Finally, we have developed an easy and rapid method to study the level of gene 
expression in different root zones with LAM and we have shown that this method can be 
employed to analyze defense gene and probably also protein expression levels before and 
after elicitor treatment in plant immune system studies. 
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Table title: 
 
Table1: Summary of ER body-related proteins functions 
Genes  Nature  Function in ER bodies  
BGLU21 
AT1G66270  
β-glucosidase  
Member of PYK10 complex; involved in ER body formation  
(Nagano et al., 2008, 2009; Nakano et al., 2014)  
BGLU22 
AT1G66280  
β-glucosidase  
Member of PYK10 complex involved in ER body formation 
(Nagano et al., 2008, 2009; Nakano et al., 2014)  
BGLU23 / 
PYK10 
AT3G09260  
β-glucosidase  
Necessary to ER body formation, member of PYK10 complex, 
necessary for beneficial interaction with the endophytic fungus 
Piriformospora indica  
(Matsushima et al., 2003; Sherameti et al., 2008; Nagano et al., 
2008, 2009; Nakano et al., 2014)  
NAI1 
AT2G22770  
transcription factor  
Regulates and leads the ER body formation by controlling the ER 
body-related genes expression. It also regulates the expression 
of the other PYK10 complex members.  
(Matsushima et al., 2004; Nagano et al., 2005, 2008; Nakano et 
al., 2014)  
NAI2 
AT3G15950  
TSK-associating 
protein 1 (TSA1)-like  
Necessary to ER body formation 
(Yamada et al., 2008; Nakano et al., 2014)  
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Figure legends: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. ER bodies localisation in the 4 root zones of interest: differentiation zone (DZ); 
elongation zone (EZ); meristematic zone (MZ); border-like cells (arrowhead) and root cap 
(CZ). (a) Schematic representation of Arabidopsis primary root adapted from Benfey et al. 
(2010). Red bars indicates the microdissection sites. Green colors indicate cells that contain 
fluorescent ER bodies. (b – e) Confocal microscopy images showing ER bodies distribution in 
At-GFP-HDEL 4 root zones: (b) DZ; (c) EZ; (d) MZ; (e) CZ. Images are 3D reconstitutions. 
Arrows, ER bodies; RH, Root hairs; bars: b, e = 20µm; c, d = 10µm 
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Fig. 2. qRT–PCR diagrams showing the relative mRNA levels of 5 ER bodies-related genes in 
Arabidopsis roots under control condition with phosphate buffer (black bars) and after MeJA 
treatment (grey bars). Roots were treated 1h, 3h, 6h, 12h and 24h before harvesting. The 
expression values were normalized to the GAPDH, ACTIN2 and EF1-α endogenous control 
genes. The relative quantity of each mRNA was calibrated against the amount in untreated 
roots (t0) used as reference sample. Asterisks (*) indicate statistical significances: *P<0.05; 
**P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.00005 vs phosphate buffer attested by the Sidak's multiple 
comparison test. Error bars indicate the standard errors of the means. 3 biological replicates 
were used. Frames indicate the selected time window for microdissection. 
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Fig. 3. (a) Electrophoresis gel 
representation of the different dissected 
root zones in the three tested conditions: 
phosphate buffer condition (Phb), methyl 
jasmonate application (MeJA) and 
untreated condition (t0). 25S and 18S 
ribosomal RNA clearly appeared. b-e 
Electropherograms showing RNA quality 
after microdissection of the diffentiation 
zone (DZ; b), elongation zone (EZ; c), 
meristematic zone (MZ; d) and root cap 
zone (CZ; e). Each RNA integrity number 
(RIN) mean is calculated from 16 
biological replicates. Margin of errors 
indicate the standard errors of the means. 
Circles indicate degraded RNA. 
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Fig. 4. qRT–PCR diagram showing the relative expression of ER bodies-related genes in 
untreated condition. Each gene expression was calculated for root cap zone (CZ), 
meristematic zone (MZ), elongation zone (EZ) and diffentiation zone (DZ). The expression 
values were normalized to the GAPDH and ACTIN2 endogenous housekeeping genes. The 
relative quantity of each mRNA was calibrated against the DZ CPs means used as reference 
sample. Error bars indicate the standard errors of the means. 6 biological replicates were 
used. 
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Fig. 5. (a) qRT–PCR diagram showing the 
relative expression of ER bodies related 
genes in control condition with phosphate 
buffer (black bars) and after MeJA 
treatment (gray bars) in the 
microdissected root zones: root cap zone 
(CZ), meristematic zone (MZ), elongation 
zone (EZ) and diffentiation zone (DZ). The 
expression values were normalized to the 
GAPDH and ACTIN2 endogenous 
housekeeping genes. The relative quantity 
of each mRNA was calibrated against the 
amount in untreated roots used as 
reference sample. Asterisks (*) indicate 
statistical significances: *P<0.05; 
**P<0.01; ***P<0.001 vs phosphate 
buffer attested by the Bonferroni's 
multiple comparison test. Error bars 
indicate the standard errors of the means. 
6 biological replicates were used. (b) 
Changes in the over-expression of the ER 
bodies-related genes along the 4 root 
zones. Values were obtained by 
subtracting the genes mean relative 
expression in MeJA condition of each zone 
with the DZ. Each zone is represented on 
a drawing (adapted from Benfey et al., 
2010) showing the microdissection sites 
(red bars). 
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Supplemental data : 
Table S1: Quantitative qRT-PCR primer pairs 
 
Gene forward 5' -> 3' reverse 5' -> 3' 
Amplicon  
Length  
(bp)  
Exon junction  
 
Bglu21 GGTGTGCAATTCTACCACGAG GGAAAACAGTCACAAACGGAACAT 67 No 
 
Bglu22 TCGACAATAGCCGTCGATGA CCTTCAACCTGAAACGCAGC 113 
213/214 (reverse primer) on 
template NM_105299.2 
 
Bglu23 AGGATTGTGAAGGATTTCCGAGA AGAAGAGCAACGACCAGGTG 150 
581/582 (forward primer) on 
template NM_111760.3 
 
Nai1 TTGGCTGAACGAAAACGTCG TGTCCGTCTTTTTGAGGCCA 77 
613/614 (reverse primer) on 
template NM_179700.2 
 
Nai2 TTTGAAGCTGCTCATGCTGGA GTTCATCATCTAATCCTTGGGCG 70 
523/524 (forward primer) on 
template NM_112465.3 
source: 
Czechowski 
et al., 2005 
ACTIN2 CTTGCACCAAGCAGCATGAA CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT 68 No 
GAPDH TTGGTGACAACAGGTCAAGCA AAACTTGTCGCTCAATGCAATC 62 
1037/1038 (forward primer) 
on template NM_101214.3 
EF1-α TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA GGTGGTGGCATCCATCTTGTTACA 76 
521/522 (reverse primer) on 
template NM_001125992.1 
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III. Discussion et perspectives  
III.1. Discussion 
 
Ces 15 dernières années, les ER bodies ont été activement étudiés suite au développement de 
l'utilisation de la GFP qui, lorsqu'elle est couplée à un peptide signal HDEL, permet de 
visualiser ces organites par microscopie à fluorescence conventionnelle ou confocale 
(Gunning, 1998 ; Köhler, 1998 ; Hayashi et al., 2001). Les différentes études menées durant 
cette période ont permis de déterminer les facteurs principaux contrôlant l'organisation, la 
composition ou la structure de ces organites ainsi que d'apporter des indices de leur 
implication dans la défense contre les stress biotiques mais également abiotiques (Nakano et 
al., 2014). 
Toutefois, ces études fonctionnelles n'avaient, jusqu'à maintenant, été conduites que sur la 
plante modèle Arabidopsis thaliana et quasi-exclusivement sur les parties aériennes alors que 
les ER bodies semblent être un moyen de défense essentiel, imposant et étendu du système 
racinaire des Brassicacées.  
Les travaux menés durant cette thèse ont permis de remédier à ce point, tout d'abord, en 
évaluant la distribution de ces organites dans les différents tissus racinaires de plantules At-
GFP-HDEL et de Raphanus sativus. Ainsi, la présence et l'abondance des ER bodies ont été 
attestées dans tous les tissus périphériques des racines d'Arabidopsis, depuis la coiffe jusqu'à 
l'hypocotyle. Ils ont plus précisément été retrouvés dans les border-like cells (BLC), les 
cellules de la coiffe, la columelle, le cortex et les cellules rhizodermiques y compris dans les 
poils absorbants. Leur présence dans ces poils semble attester de la capacité de la plante à 
protéger ces cellules face aux agressions potentielles. L'observation des ER bodies dans les 
BLC, ces couches de cellules qui se détachent de la coiffe racinaire (Vicré et al., 2005), a été 
limitée aux deux premières couches de cellules. Les BLC plus âgées ne présentaient aucune 
fluorescence. Or, la fluorescence est inversement proportionnelle au pH (Ishii et al., 2007), 
ainsi lorsque la GFP se trouve dans une solution à pH acide, comme c'est le cas pour la 
vacuole, elle n'émet quasiment plus aucune fluorescence. On peut donc émettre l'hypothèse 
que dans les BLC plus âgées, les ER bodies ont probablement fusionné avec la vacuole. Il est 
aussi possible que les cellules déclenchent une PCD dès qu'elles atteignent un certain stade de 
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maturation. On sait que les cellules de bordure (BC) du coton sont capables d'attirer 
spécifiquement des zoospores de Pythium dissotocum pour les piéger et les détruire (Hawes et 
al., 2000). Il n'est pas impossible qu'un tel système soit également caractéristique des BLC. 
Ainsi, si un pathogène s'attaque à des BLC plus âgées il rencontrerait directement les produits 
de la PCD et notamment les produits de dégradations des BGLUs. 
 
Dans un second temps, l'effet du MeJA sur les ER bodies racinaires du radis a été étudié. Lors 
de ces travaux, un phénomène de fusion des ER bodies, suite au traitement au MeJA, a été 
identifié. Ce phénomène se caractérise par une baisse du nombre des ER bodies et une 
augmentation de leur taille. L'augmentation de la taille étant d'un facteur 3 en moyenne et le 
nombre divisé par 2, suggèrent que le phénomène de fusion survient parallèlement à la 
formation de nouveaux ER bodies. De plus, l'observation conjointe de petits et de grands ER 
bodies dans les mêmes cellules confortent cette idée. Toutefois, ce phénomène ne fut pas 
observé dans toutes les racines. En effet, certaines ne possédaient pas ces très longs ER bodies 
mais présentaient, en revanche, deux fois plus de ER bodies que les racines non traitées.  
Expliquer ce phénomène de fusion est compliqué, toutefois plusieurs hypothèses peuvent-être 
avancées : 
 Il est possible que des interactions entre les protéines membranaires de deux ER 
bodies liés par leurs extrémités, entraînent cette fusion. Peut-être que des protéines de 
type v/t-SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 
receptor) retrouvées sur les vésicules COPII (Coat protein complex II ; Springer et 
Schekman 1998 ; Lord et al., 2013) seraient disposées sur les pointes des ER bodies. 
Cela expliquerait pourquoi les ER bodies sont si souvent observés liés par leurs 
extrémités. Après traitement au MeJA, ce lien entre plusieurs ER bodies est peut-être 
renforcée suite à la production d'autres facteurs.  
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 En partant de plusieurs faits établis :  
 Le MeJA stimule la production de nombreuses protéines dont les protéines des ER 
bodies. 
  Les ER bodies sont déjà constitutivement présents en grand nombre dans les 
cellules. 
 Les ER bodies sont très souvent, voire peut-être constamment, connectés au RE et 
également régulièrement connectés entre eux.  
 Il y a très probablement production de nouveaux ER bodies en plus de la fusion. 
Tenant compte de ces éléments, il n'est pas impossible qu'il y ait production de nouveaux ER 
bodies au point de contact entre deux ER bodies préexistants ou que survienne un léger 
bourgeonnement du RE au niveau de la connexion [ER bodies-RE]. Ce bourgeonnement 
supprimerait alors, la délimitation entre les deux ER bodies qui n'en formeraient alors plus 
qu'un. (Figure 24). 
Étape 1. État basal : les ER bodies sont 
liés au RE. Deux ER bodies sont en 
contact par leurs extrémités, elles-mêmes 
en contact avec le RE (flèche rouge). 
Étape 2. Après traitement au MeJA, le 
RE sécrète de nombreuses protéines dont 
celles des ER bodies, occasionnant un 
léger bourgeonnement au point de 
contact. 
Étape 3. Liaison forte entre les 2 ER 
bodies : La production des protéines des 
ER bodies conduisant à un grossissement 
de ce point de liaison et une connexion 
directe entre les 2 ER bodies. 
Étape 4. La connexion est totale : on ne 
distingue plus les ER bodies l'un de 
l'autre. Ils ont fusionné. 
Figure 24 : Schéma présentant un 
processus de fusion hypothétique de ER 
bodies après traitement au MeJA. 
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Ces phénomènes de fusion et/ou d'augmentation du nombre des ER bodies, s'accompagnent 
d'une augmentation des activités enzymatiques β-D-fucosidique et β-D-glucosidique 
caractéristiques des BGLUs et notamment du complexe de PYK10. Il est fortement probable 
que l'augmentation du nombre de ER bodies soit due à une surproduction de BGLUs. De plus, 
on sait que les BGLUs et les autres partenaires du complexe (JALs, GLL) sont sous le 
contrôle du même facteur de transcription : NAI1. Ces partenaires sont donc très 
probablement surexprimés. Ainsi lorsque les tissus sont broyés, l'abondance accrue des 
BGLUs et sûrement des autres partenaires du complexe, entraîne la formation de nombreux 
complexes enzymatiques. Il est également envisageable que les proportions entre les JALs 
stimulatrices et inhibitrices de la taille du complexe, soient idéales, après traitement au MeJA, 
pour accroître les activités enzymatiques. 
 
Les ER bodies semblent donc avoir une certaine capacité à fusionner avec divers systèmes 
endomembranaires. En effet, en plus de la fusion entre différents ER bodies, ces organites 
sont capables de fusionner avec la vacuole en cas de stress salins (Hayashi et al., 2001). 
Parallèlement, au cours de mes études avec le microdissecteur laser, j'ai réalisé des blessures 
par laser sur des plantules At-GFP-HDEL. Chaque blessure a été faite sur un point localisé de 
la membrane plasmique d'un poil absorbant portant des ER bodies. J'ai pu observer que dans 
les instants qui suivent cette blessure, les ER bodies changent de forme, et la fluorescence 
décroît (Figure 25). Comme décrit plus tôt, la fluorescence est inversement proportionnelle 
au pH (Ishii et al., 2007). C'est pourquoi on peut émettre l'hypothèse que lors de blessures 
mécaniques affectant la membrane et/ou la paroi, les ER bodies vont immédiatement 
fusionner avec la vacuole probablement dans le but de contrer rapidement une attaque par un 
pathogène. Ce phénomène est peut-être initié par les changements de pression osmotique 
induits lors de la rupture de la membrane plasmique. 
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1 seconde avant la blessure 
(T-1s), on peut observer 
facilement les ER bodies 
dans les poils absorbants 
d'une plantule At-GFP-
HDEL avec le microscope à 
fluorescence du 
microdissecteur. 
À t0 le laser blesse le poil 
(éclair jaune). Une partie du 
contenu cellulaire s'échappe 
par la blessure. 
En 7 secondes un ER body 
est capable de se déplacer 
rapidement jusqu'à la zone de blessure (pointe de flèche rouge). Dès son arrivée, cet ER body 
change de forme, s'arrondi et gonfle. Ce même phénomène est observé également pour les 
autres ER bodies du poil absorbant. Parallèlement au changement de forme, la fluorescence 
des ER bodies décroit. 
Nous avons également vu que le MeJA induit la formation de ER bodies dans les cotylédons 
et les feuilles d'Arabidopsis (Matsushima et al., 2002) ainsi que dans les racines, notamment 
chez le radis. Parallèlement, nous avons montré que, dans les racines d'Arabidopsis, le MeJA 
induit une surexpression des gènes liés à la formation des ER bodies : NAI1, NAI2, PYK10, 
BGLU21 et BGLU22 tandis qu'Ogasawara et al. (2009) ont montré que des blessures locales 
ou systémiques réalisées sur les cotylédons d'Arabidopsis n'induisent pas de surexpression des 
gènes PYK10 et BGLU21/22. Les blessures sont connues pour induire la voie du JA et, tout 
comme le MeJA, pour induire de nouveaux ER bodies.  
Il semble donc que les racines et les parties aériennes de la plante exercent un contrôle sur la 
production des ER bodies, en cas de stress, très différent dans les parties souterraines et 
aériennes. Dans les cotylédons et les feuilles, BGLU18 semble remplacer PYK10 pour la 
Figure 25 : Effet d'une 
blessure par laser sur les ER 
bodies d'un poil absorbant. 
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formation des ER bodies probablement sous contrôle de TSA1 avec qui il est coexprimé. 
Dans les racines, l'induction de ER bodies suit probablement un autre schéma. En tenant 
compte des niveaux d'expression des gènes (NAI1, NAI2, PYK10, BGLU21 et BGLU22) dans 
les racines d'Arabidopsis après un traitement au MeJA, on peut supposer que cette formation 
de ER bodies est probablement la conséquence d'une levée de la répression du gène codant 
pour le facteur de transcription NAI1.  
En effet, comme cela a été décrit dans la Figure 20, on peut supposer que la perception du 
MeJA supprime la répression de NAI1. Une fois surexprimé, NAI1 pourrait induire la 
transcription des gènes qu'il dirige tels que les gènes des BGLUs et NAI2. Une fois les gènes 
transcrits en ARN messagers puis traduits en protéines, celles-ci vont interagir pour former de 
nouveaux ER bodies (Figure 11). On peut donc penser que les ER bodies induits dans les 
racines ont un contenu beaucoup plus similaire à celui des ER bodies constitutifs. Il n'est 
pourtant pas à exclure que ceux-ci contiennent des protéines qui leur sont propres.  
La très grande similitude entre les séquences des différentes BGLUs nous a empêché de 
développer un couple d'amorces pour étudier les niveaux d'expression de BGLU18 dans les 
racines. Par ailleurs, l'anticorps anti-BGLU18 dont nous disposons, fournit gracieusement par 
le Professeur Hara-Nishimura de l'Université de Kyoto, s'est avéré être très peu spécifique. Il 
ne nous a donc pas été possible de vérifier la présence de BGLU18 dans les racines. Il n'est, 
donc, pas à exclure que BGLU18 ou d'autres protéines soient également produites dans les ER 
bodies induits de la racine. 
 
Étant donné la très grande quantité de ER bodies dans les racines, on peut se demander 
pourquoi la plante dépense autant d'énergie à leur production. On dispose déjà d'éléments 
éclaircissant leur rôle dans la gestion de stress abiotiques : stress salin (Hayashi et al., 2001), 
chélation du fer (Fe
3+
) (Yamada et al., 2013), mais c'est surtout leur implication dans les stress 
biotiques qui semble primordiale. 
La formation de complexe enzymatique semble être le rôle central des ER bodies. En effet, le 
complexe PYK10 est capable d'augmenter le pouvoir antibactérien d'une coumarine telle que 
la scopoline en l'hydrolysant pour libérer sa partie aglycone : la scopolétine. Parallèlement, les 
travaux de Sherameti et al. (2008) indiquent que l'absence de PYK10 entraîne une 
surcolonisation de la racine par le champignon endophyte Piriformospora indica. Chez la 
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plante sauvage, ce champignon tellurique améliore la résistance au stress salin, procure une 
meilleurs résistance aux métaux lourds et aux organismes pathogènes en plus de stimuler la 
production de graines et la croissance de l'hôte (Schäfer et al., 2007). En revanche, chez le 
mutant pyk10, Pi. indica est tellement invasif qu'il en devient délétère pour la plante 
(Sherameti et al., 2008). Par ailleurs, ce champignon supprime la réponse immunitaire induite 
par différentes MAMPs connues pour déclencher l'immunité de la plante. En effet, l'immunité 
de la plante, résultant de la perception de ces MAMPs au contact de Pi. indica, pourrait nuire 
à ce dernier et l'empêcher de se développer (Jacobs et al., 2011). Or, les ER bodies sont 
constitutivement présents dans les tissus ciblés. Donc, bien que le champignon supprime une 
voie de défense, la présence constitutive des ER bodies et leur stock de BGLUs, permettent 
probablement à la plante de freiner le développement du champignon par leurs actions 
antimicrobiennes, grâce au complexe PYK10 par exemple, et ainsi de garder le contrôle sur 
lui. Les ER bodies joueraient donc un rôle extrêmement important de défenses 
incontournables même en cas suppression de la voie de défense du JA. 
 
III.2. Perspectives 
III.2.1. Étudier l'implication des ER bodies dans les relations 
plantes/pathogènes 
 
Afin de mieux comprendre le contrôle de la stimulation des ER bodies, il serait intéressant de 
tester d'autres traitements hormonaux :  
 En effet, on sait que lorsque l'éthylène est appliqué après le MeJA, l'éthylène supprime 
l'induction des ER bodies (Matsushima et al., 2002). En revanche on ne connaît pas les 
effets de cette hormone lorsqu'elle est appliquée seule.  
 De même, il semble que la voie du JA régule l'induction des ER bodies, mais qu'en 
est-il de celle du SA ? Si facteur de transcription différent de NAI1 régule l'expression 
d'autres BGLUs, comme cela semble être le cas pour BGLU18, il ne serait pas 
surprenant d'observer des ER bodies induits après un traitement hormonal autre que le 
MeJA. 
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- Par ailleurs, évaluer l'effet de MAMPs ou DAMPs sur les ER bodies apporterait 
également beaucoup d'informations sur les processus d'induction de ces organites et 
surtout, sur leur implication dans la défense. Lors d'études préliminaires menées au 
cours de ma thèse, trois MAMPs ont été testées :Le elf18 est un peptide formé des 18 
premiers acides aminées du facteur d'élongation bactérien EF-Tu (Elongation Factor-
Tu). N-acétylé chez Escherichia coli dont il a été extrait, il est connu pour induire des 
réponses immunitaires spécifiquement chez les Brassicacées (Kunze et al., 2004). 
 
- Le peptidoglycane est un polymère issus de Bacillus subtilis alternant des résidus N-
acetylglucosamine et acide N-acetyl-muramique liés par des petits peptides. Il est 
capable d'induire de fortes réponses immunitaires dans la zone d'élongation 
d'Arabidopsis (Millet et al., 2010). 
 
- La flagelline 22 (flg22), un peptide de 22 acides aminées issus du flagelle de 
Pseudomonas aeruginosa, qui est capable d'induire des réponses immunitaires comme 
des dépôts de calloses dans les racines d'Arabidopsis (Millet et al., 2010). 
 
Les racines ont été inoculées avec ces trois MAMPs, lors d'expériences séparées, puis 
observées au microscope confocal à balayage laser après 48h, mais le nombre de ER bodies 
n'a pas paru plus important après ces traitements. En modifiant la durée d'incubation et la 
concentration des molécules, nous pourrions nous assurer de l'absence de réponses à ces 
stimulateurs de défense. L'expression des gènes relatifs aux ER bodies (NAI1, NAI2, 
BGLU21, BGLU22 et BGLU23) a également été mesurée à différents temps, après avoir 
traitées les racines entières avec la flg22 à 1µM, sans induire de véritables changements dans 
l'expression de ces gènes. 
 
Il serait donc intéressant d'étendre la recherche de MAMPs ou DAMPs qui seraient capables 
d'induire un effet sur les ER bodies. Le chitosan semble être un bon candidat. C'est un 
composé obtenu par déacétylation de la chitine (Iriti et al., 2006), caractéristique des 
champignons et des insectes qui induisent généralement la voie de défense du JA. De même, 
des extraits d'algues tels que le VACCIPLANT®, pourraient s'avérer intéressant. 
 
Afin d'approfondir, également, l'implication directe des ER bodies dans la défense de la 
plante, il serait intéressant d'inoculer des plantules d'Arabidopsis avec un pathogène, 
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préférentiellement de type nécrotrophe (permettant ainsi d'activer la voie du JA) ou bien en la 
soumettant à des insectes herbivores. En évaluant et comparant les symptômes et le 
développement de la maladie chez le mutant nai1, dépourvu en ER bodies constitutifs, et les 
plantules sauvages, cela permettrait de définir l'efficacité de ces organites dans la défense de 
la plante. 
 
Cette expérience pourrait être complétée par le traitement préalable des plantes par le MeJA 
ou encore par l'inoculation préalable de la plante avec des PGPR qui auraient préalablement 
été sélectionnées comme étant capables d'induire la formation de ER bodies. Une telle 
approche permettrait d'évaluer l'efficacité des ER bodies dans la protection de la plante contre 
les pathogènes. Par ailleurs, si de telles analyses s'avéraient fructueuses, la transposition de 
ces résultats à une plante d'intérêt agronomique permettrait de développer des associations 
plantes/PGPRs afin d'améliorer la résistance de cette plante lors de sa culture en champs. 
 
III.2.2. Étudier le procédé de formation des ER bodies dans un 
système hétérologue 
 
Il serait également intéressant d'éclaircir le procédé de formation des ER bodies qu'ils soient 
constitutifs ou induits. Il pourrait être envisagé d'exprimer les protéines nécessaires à la 
formation des deux types de ER bodies dans des systèmes hétérologues de différentes natures 
: une plante dicotylédone telle que le tabac, une monocotylédone telle que le riz, ou encore 
des cellules d'insectes telles que cela a été réalisé par Ahn et al. (2010) où les cellules 
exprimaient les BGLU 21, 22 et 23. En exprimant au minimum NAI1, NAI2, et PYK10 sous 
contrôle d'un promoteur ubiquitaire, on pourrait espérer induire la formation de ER bodies, 
confirmant ainsi le rôle essentiel de ces protéines dans la formation de ces organites.  
Plus intéressant encore, serait d'exprimer dans de tels systèmes hétérologues, les protéines 
BGLU18 et TSA1 supposées participer à la formation des ER bodies induits. La difficulté 
dans ce cas semble, pourtant, être la méconnaissance d'un facteur de transcription spécifique 
des i-ER bodies. L'utilisation de différents systèmes hétérologues permettrait d'identifier 
d'éventuelles protéines spécifiques de ces systèmes, dans les ER bodies et peut-être de 
déterminer d'autres espèces voir d'autres familles végétales possédant des ER bodies.  
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La plupart des études menées, notamment par le laboratoire du Pr. Hara-Nishimura, 
soutiennent que les ER bodies sont des organites spécifiques des Brassicacées. Pourtant, des 
photos obtenues par microscopie électronique à transmission sur des cellules épidermiques et 
des BCs du pois ont mis en évidence des structures possédant les mêmes caractéristiques que 
les ER bodies d'Arabidopsis ou du radis (Driouich et Staehelin, non publié ; Figure 26) : un 
contenu dense aux électrons, une simple membrane recouverte de ribosomes et un aspect 
fusiforme. Cette observation est nouvelle et mérite d'être approfondie pour évaluer, par 
exemple, la distribution et la formation de ces organites chez le pois dans les différents types 
cellulaires de la racine, voire des organes aériens. Si la présence de BGLUs pouvait être 
avérée dans de telles structures, cela conforterait grandement l'idée qu'elles pourraient être des 
ER bodies, ouvrant alors la perspective de trouver ces organites dans d'autres familles de 
plantes que les Brassicacées. Nous pourrions ainsi étudier, par exemple, leur implication dans 
la défense contre l'agent de la pourriture de la racine de pois, Aphanomyces euteiches. 
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A. Jeune plantule de pois (Pisum sativum). 
B. Photo de microscopie électronique à transmission d'une cellule rhizodermique de pois présentant 
des structures ayant les caractéristiques des ER bodies (*). On peut distinguer de nombreux organites 
: appareil de Golgi (pointe de flèche bleu) ; RE (flèche rouge) ; mitochondrie (M) ; amyloplaste (A) ; 
vacuole (V). (Driouich et Staehelin, non publié). 
C. Photo de microscopie électronique à transmission d'une BLC de radis (Raphanus sativus) 
présentant des ER bodies (Driouich et Staehelin, non publié). 
 
III.2.3. Purifier les ER bodies pour en analyser le contenu protéique 
 
La difficulté d'obtenir une fraction purifiée ne contenant que des ER bodies, ralentie les études 
sur cet organite. Une fraction pure pourrait permettre de définir précisément la totalité de la 
composition des ER bodies que ce soit en protéines solubles ou membranaires. Ceci 
permettrait de mieux comprendre les fonctions et l'utilité de cet organite présent en très grand 
nombre dans les racines des Brassicacées.  
  
Figure 26 : Des ER bodies chez le pois ? 
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Toutefois, on peut envisager une méthode pour purifier ces organites, en s'appuyant sur leur 
morphologie et leur fluorescence caractéristiques chez les plantules At-GFP-HDEL (ou part 
immunomarquage anti-PYK10) et en utilisant l'aide de la cytométrie en flux avec tri 
cellulaire. 
En effet, le cytomètre en flux mesure la fluorescence de chaque particule présentes dans une 
suspension, que ce soit de cellules, de bactéries, ou d'organites et permet ensuite de 
déterminer les formes, tailles, structures internes et la granularité de ces particules (O'Connor 
et al., 2001 ; Satori et al., 2012). La fonction de tri cellulaire permet ensuite de séparer une à 
une les différentes populations de particules, en se basant sur leurs caractéristiques et ainsi de 
purifier des populations précises de particules (O'Connor et al., 2001 ; Satori et al., 2012).  
Grâce, à cet outil et aux caractéristiques des ER bodies (forme particulière, fluorescence 
intense) il pourrait être tout à fait envisageable de purifier ces organites par cette méthode, à 
partir de la fraction P1 enrichie en ER bodies, et de conduire des analyses de protéomiques sur 
les échantillons obtenus (Figure 27). L'identification de la composition complète des ER 
bodies serait alors à porter de main. Ce procédé pourrait également être réalisé sur des 
fractions enrichies en i-ER bodies obtenues à partir de feuilles en rosettes, naturellement 
dépourvues de ER bodies constitutifs, élucidant alors de manière précise, les différences entre 
ER bodies constitutifs et i-ER bodies. 
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La fraction P1 enrichie en ER 
bodies est injectée dans le 
cytomètre en flux puis les 
différentes particules présentes 
passent dans le conduit. Elles 
sont alignées les unes après les 
autres. 
Les lasers permettent d'exciter 
les fluorochromes présents dans 
la particule en cours d'analyse. 
Cette fluorescence est ensuite 
captée et analysée afin de 
déterminer les caractéristiques 
de la particule. 
Les particules sont enfin 
chargées électriquement, 
différemment en fonction de 
leurs caractéristiques, puis 
séparées en fonction de leur 
charge permettant ainsi de les 
trier. 
(Adapté de Jahan-Tigh et al., 2012) 
 
Figure 27 : Schéma présentant un 
procédé de purification des ER 
bodies par cytométrie en flux. 
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V. Annexes 
V.1. Article 3 : Frontiers in Plant Science 
Parallèlement à mes travaux de recherche, j'ai eu la chance de pouvoir participer à la rédaction 
d'une revue portant sur la relation entre la biosynthèse et la fonction des protéines N- et O-
glycosylées.  
Ma participation à cette revue a été essentiellement dans la création du tableau, dans la 
rédaction de la partie traitant des interactions racine-pathogène, ainsi que la mise en forme des 
références. 
 
Running title: N-glycoproteins and O-arabinogalactan proteins in plants 
 
N-glycoproteins and cell wall O-glycoproteins and N-glycoproteins: aspects 
of biosynthesis and function 
 
Eric Nguema-Ona, Maïté Vicré-Gibouin, Maxime Gotté, Barbara Plancot, Patrice Lerouge, 
Muriel Bardor and Azeddine Driouich 
 
Les N-glycoprotéines et les O-glycoprotéines pariétales sont deux types de glycomolécules 
constituées de glycanes complexes. Elles sont assemblées et modifiées à travers le RE et 
l'appareil de Golgi, avant d'être transporté à leur localisation finale à l'intérieur ou l'extérieur 
de la cellule.  
Contrairement aux extensines, les chaines O-glycanes des arabinogalactan proteins (AGPs) 
sont très hétérogènes, principalement constituées 1) d'une chaine oligo-arabinosidique de trois 
à quatre résidus, et 2) d'un grand squelette de galactanes lié en β-1-3 sur lequel sont branchés 
en 1,6, des chaines contenant du galactose, de l'arabinose et souvent du fucose, du rhamnose 
et de l'acide glucuronique. La structure subtile des chaines d'arabinogalactanes varie de 
manière intra- et interspécifique et est importante pour les activités fonctionnelles des 
glycoprotéines. Concernant les N-glycanes, les évènements de leur production dans le RE sont 
très conservés dans tous les eucaryotes étudiés jusqu'à aujourd'hui puisqu'ils sont essentiels 
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pour l'oligomérisation et le repliement efficace des protéines. Cependant, l'adaptation 
évolutive des N-glycanes modifiés dans l'appareil de Golgi, a donnée naissance à une variété 
de structures complexes organisme-spécifiques. Par conséquent, les N-glycanes complexes de 
plantes, contiennent des glyco-épitopes spécifiques tels que le noyau β1,2-xylose, le noyau 
α1,3-fucose et les substitutions Lewisa en position terminal de l'antenne. Tout comme les O-
glycanes, les N-glycanes sont essentiels pour la stabilité et la fonction des protéines 
auxquelles ils appartiennent.  
L'étude de mutants affectés dans les voies métaboliques des glycanes, a apporté des 
informations significatives sur le rôle des N/O-glycoprotéines dans le contrôle de la 
croissance, de la morphogénèse et dans les adaptions aux stress biotiques et abiotiques. En ce 
qui concerne les O-glyoprotéines, seules les extensines et les AGPs sont traités dans cette 
revue. La biosynthèse et l'aspect fonctionnel de ces glycoprotéines sont présentés et discutés 
dans cette revue.  
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Cell wall O-glycoproteins and N-glycoproteins are two types of glycomolecules whose
glycans are structurally complex. They are both assembled and modiﬁed within the
endomembrane system, i.e., the endoplasmic reticulum (ER) and the Golgi apparatus,
before their transport to their ﬁnal locations within or outside the cell. In contrast to
extensins (EXTs), the O-glycan chains of arabinogalactan proteins (AGPs) are highly
heterogeneous consisting mostly of (i) a short oligo-arabinoside chain of three to four
residues, and (ii) a larger β-1,3-linked galactan backbone with β-1,6-linked side chains
containing galactose, arabinose and, often, fucose, rhamnose, or glucuronic acid. The
ﬁne structure of arabinogalactan chains varies between, and within plant species, and
is important for the functional activities of the glycoproteins. With regards to N-glycans,
ER-synthesizing events are highly conserved in all eukaryotes studied so far since they
are essential for efﬁcient protein folding. In contrast, evolutionary adaptation of N-glycan
processing in the Golgi apparatus has given rise to a variety of organism-speciﬁc complex
structures. Therefore, plant complex-type N-glycans contain speciﬁc glyco-epitopes such
as core β,2-xylose, core aα1,3-fucose residues, and Lewis substitutions on the terminal
position of the antenna. Like O-glycans, N-glycans of proteins are essential for their stability
and function. Mutants affected in the glycan metabolic pathways have provided valuable
information on the role of N-/O-glycoproteins in the control of growth, morphogenesis
and adaptation to biotic and abiotic stresses. With regards to O-glycoproteins, only EXTs
and AGPs are considered herein. The biosynthesis of these glycoproteins and functional
aspects are presented and discussed in this review.
Keywords: arabinogalactan protein, cell wall, endoplasmic reticulum, extensin, glycan, glycosyltransferase, Golgi
apparatus, plants
INTRODUCTION
Plants synthesize glycoconjugates that are structurally diverse and
complex reﬂecting the diversity of plant physiological functions.
The glycomolecules are usually assembled and modiﬁed within
the plant endomembrane system, including the endoplasmic
reticulum (ER), the Golgi apparatus and secretory vesicles respon-
sible for their transport to different cell compartments/organelles
including the cell wall. Their synthesis involves a number of steps,
beginning with the formation of activated nucleotide sugars such
as NDP-sugars or NMP-sugars (Bar-Peled and O’Neill, 2011).
After their synthesis in the cytosol, the nucleotide sugars are
then actively transported into the ER and Golgi stacks where
they serve as donor substrates during glycan synthesis. Gly-
cosyltransferases (GTs) transfer speciﬁc sugars from activated
nucleotide sugars to a speciﬁc glycan acceptor leading to the
extension of the glycomolecule involved. This occurs through
a stepwise and sequential process which involves a number of
different GTs of the secretory system. It is worth noting that
1.8% of Arabidopsis thaliana’s genome currently encode GT
genes representing more than 462 GTs in total (Ulvskov et al.,
2013).
Among the different plant organelles, the plant cell wall
is a polysaccharide-rich extracellular compartment (Albersheim
et al., 2011). In addition to polysaccharides, the plant cell wall
also contains a signiﬁcant percentage (∼10–15%) of N- and
O-glycosylated proteins that are relatively less studied with regards
to their biosynthesis and function. Both the N- and the O-
glycosylation of proteins has a signiﬁcant impact on both their
structural properties and biological activities (Varki, 1993). Gly-
cosylation and glycan processing are major post-translational
modiﬁcations (PTMs) that cell wall proteins undergo inside the
cell, and are considered important for their proper function.
Indeed, in general, glycans are involved in the control of pro-
tein folding, cellular targeting and mobility, as well as signaling for
regulation of plant growth, defense and different interactions with
the surrounding environment (Varki and Lowe, 2009; Larkin and
Imperiali, 2011; Cannesan et al., 2012; Nguema-Ona et al., 2013;
Chen et al., 2014).
www.frontiersin.org October 2014 | Volume 5 | Article 499 | 1
Nguema-Ona et al. N -glycoproteins and O-arabinogalactan proteins in plants
The N-/O- glycosylation of cell wall proteins is critical for plant
development and responses to stress. Understanding and control-
ling O- and N-glycosylation of secreted proteins is also important
in plant biotechnological applications.
N-GLYCOSYLATED PROTEINS: SYNTHESIS AND FUNCTION
The N-glycosylation of proteins starts in the ER. ER-synthesizing
events for N-glycans are highly conserved in all eukaryotes stud-
ied so far since they are instrumental for efﬁcient protein folding
(Aebi, 2013). TheN-glycosylation pathway starts by the transfer en
bloc of a lipid linked preassembled precursor (Glc3Man9GlcNAc2)
by the oligosaccharyltransferase (OST) onto the N-glycosylation
sites (Asn-X-Ser/Thr and/or Asn-X-Cys) of the nascent proteins
(Burda and Aebi, 1999; Gil et al., 2009; Zielinska et al., 2010;
Matsui et al., 2011). The α-glucosidases I and II then remove two
glucose residues from the N-glycan resulting in the presence of
only one terminal glucose on the glycoprotein. This allows its
entry into the ER control quality cycle (Aebi, 2013). Once the gly-
coprotein is correctly folded, the last glucose residue is removed
by the α-glucosidase II prior to its transport into the Golgi
apparatus where further modiﬁcations occur including removal
of mannose residues and sequential addition of speciﬁc sugars
through the action of GTs resulting in the formation of complex-
type N-glycans. In plants, many genes encoding for Golgi GTs
have already been identiﬁed (Table 1). These include, for exam-
ple, N-acetylglucosaminyltransferase I (GnT I; Bakker et al., 1999;
Strasser et al., 1999a; Wenderoth and von Schaewen, 2000), N-
acetylglucosaminyltransferase II (GnT II; Strasser et al., 1999b),
core α-1,3-fucosyltransferase (α1,3-FuT; Leiter et al., 1999; Wil-
son et al., 2001a), β-1,2-xylosyltransferase (β1,2-XylT; Strasser
Table 1 | Known enzymes involved in plant N - glycans and O- cell wall glycan biosynthesis.
AGP glycan biosynthetic enzymes CAZy family Protein name Origin Reference
Hydroxyproline
O-galactosyltransferase
GT31 AtGALT2 Arabidopsis thaliana Basu et al. (2013)
β-1,3-galactosyltransferase GT31 At1g77810 Arabidopsis thaliana Qu et al. (2008)
β-1,6-galactosyltransferase GT31 AtGalT31A Arabidopsis thaliana Geshi et al. (2013)
– GT29 AtGalT29A Arabidopsis thaliana Dilokpimol et al. (2014)
Arabinofuranosyltransferase GT77 RAY1 Arabidopsis thaliana Gille et al. (2013)
β-glucuronosyltransferase GT14 AtGlcAT14A Arabidopsis thaliana Knoch et al. (2013)
α-1,2-fucosyltransferase GT37 AtFUT4 Arabidopsis thaliana Wu et al. (2010)
– GT37 AtFUT6 Arabidopsis thaliana Wu et al. (2010)
Extensin glycan biosynthetic
enzymes
CAZy family Protein name Origin Reference
Serine O-galactosyltransferase unknown SGT1 Chlamydomonas reinhardtii;
Arabidopsis thaliana
Saito et al. (2014)
Arabinosyltransferase GT77 RRA3 Arabidopsis thaliana Velasquez et al. (2011)
– GT77 XEG113 Arabidopsis thaliana Gille et al. (2009)
N -glycan biosynthetic enzymes CAZy family Protein name Origin Reference
Oligosaccharyltransferase OST Arabidopsis thaliana; Oryza
sativa
Farid et al. (2013), Qin et al. (2013)
α-glucosidase I GCS I Arabidopsis thaliana Boisson et al. (2001)
α-glucosidase II GCS II Solanum tuberosum Taylor et al. (2000)
α-mannosidase I MNS 1-3 Arabidopsis thaliana Liebminger et al. (2009)
N -acetylglucosaminyltransferase I GT13 GnT I Arabidopsis thaliana;
Nicotiana tabacum; Solanum
tuberosum
Bakker et al. (1999), Strasser et al. (1999a),
Wenderoth and von Schaewen (2000)
α-mannosidase II GM II Arabidopsis thaliana Strasser et al. (2006)
N -acetylglucosaminyltransferase II GT16 GnT II Arabidopsis thaliana Strasser et al. (1999b)
α-1,3 fucosyltransferase GT10 α-1,3-FuT Vigna radiata; Arabidopsis
thaliana; Medicago sativa
Leiter et al. (1999), Wilson et al. (2001a),
Sourrouille et al. (2008)
β-1,2-xylosyltransferase GT61 β-1,2-XylT Arabidopsis thaliana Strasser et al. (2000), Pagny et al. (2003),
Bencúr et al. (2005)
β-1,3-galactosyltransferase GT31 β-1,3-GalT Arabidopsis thaliana Strasser et al. (2007)
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et al., 2000; Pagny et al., 2003), Lewis-typeα-1,4-fucosyltransferase
(α1,4-FuT Bakker et al., 2001; Wilson et al., 2001b; Léonard et al.,
2002), and β-1,3-galactosyltransferase (β1,3-GalT; Strasser et al.,
2007). In contrast to the ER steps, evolutionary adaptation of
N-glycan processing in the Golgi apparatus has given rise to a
variety of organism-speciﬁc complex structures (Varki, 2011).
Therefore,more complex plant N-glycans consist of speciﬁc glyco-
epitopes such as core β-1, 2-xylose, core α-1,3-fucose residues,
and Lewisa substitutions on the terminal position of the antenna
(Figure 1A; Lerouge et al., 1998; Bardor et al., 2003, 2011; Strasser
FIGURE 1 |Typical structure of plant N - and O-glycans from cell
wall proteins. (A) Speciﬁc complex-type N -glycans attached to plant
glycoproteins. This N -glycan results from the action of a plant-speciﬁc
repertoire of glycosyltransferases that lead to the formation of a glycan
bearing plant-speciﬁc glyco-epitopes such as a core β-1,2-xylose; a core
α-1,3-fucose and a Lewisa antennae (Lerouge et al., 1998; Wilson et al.,
2001b; Bardor et al., 2003, 2011). The N -glycan structures presented here
are drawn according to the symbolic nomenclature adopted by the
Consortium for Functional Glycomics (Varki et al., 2009). (B) Schematic
representation of O-glycans (type II arabinogalactan) attached to AGPs.
These glycans predominantly consist of arabinose and galactose. Minor
sugars, such as glucuronic acid, fucose or rhamnose, are also present.
The O-glycans are attached to non-contiguous Hyp residues. The model
presented is modiﬁed from Tan et al. (2010) and Tryfona et al. (2012).
(C) Schematic representation of O-glycans attached to plant EXT. These
glycans consist of short chains of arabinose and on single galactose
residues. The O-glycans are attached to contiguous Hyp residues. The
model presented is modiﬁed from Saito et al. (2014). Yellow circle:
galactose; green circle: mannose; blue square: N -acetylglucosamine; star:
white xylose and red triangle: fucose; gray triangle: rhamnose; orange
star: arabinose (furanose); purple star: arabinose (pyranose); blue/white
diamond: glucuronic acid.
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et al., 2004).When abnormally processed, N-glycosylated proteins
cause major developmental disorders and are usually associated
to diseases in mammals (Ioffe and Stanley, 1994; Metzler et al.,
1994; Lowe and Marth, 2003; Hennet, 2012). In plants, abnormal
N-glycosylated proteins rarely present developmental disorders
under normal growth conditions (von Schaewen et al., 1993;
Strasser et al., 2004). However, the cellulose-deﬁcient Arabidop-
sis mutant rsw3 which is defective in the catalytic subunit of the
α-glucosidase II presents radially swollen roots and a deﬁciency in
cellulose content (Burn et al., 2002). Moreover, under stress con-
ditions (e.g., salt), modiﬁed phenotypes such as abnormal plant
growth (Strasser et al., 2007) or altered root growth in the Ara-
bidopsis cgl mutants (Kang et al., 2008; von Schaewen et al., 2008),
have been observed. Indeed, in these studies, reduced root growth
and abnormal root morphology were observed for Arabidopsis
plants cultivated onmedia containing highNaCl concentration. In
contrast to Arabidopsis, a severe phenotype with arrested seedling
development and premature death before reaching the reproduc-
tive stage has been reported recently for rice gntI mutant (Fanata
et al., 2013). Such plants also present defects in cell wall com-
position, especially reduced cell wall thickness, and decreased in
cellulose content as well as reduced sensitivity to cytokinin. Plant
complex-type N-glycans are ascribed to many biological func-
tions in relation with plant development that have been recently
reviewed by Strasser (2014; this issue). These include effects on
plant innate immunity, tolerance to abiotic stress and root devel-
opment. Therefore these functional aspects will not be further
described in this review.
O-GLYCOSYLATED CELL WALL PROTEINS,
ARABINOGALACTAN PROTEINS, AND EXTENSINS
Plant O-glycosylated cell wall proteins belong to the superfamily
of hydroxyproline-rich glycoproteins (HRGPs). This superfami-
ly of plant cell wall proteins which account for nearly 10% of
the dry weight of the wall, is characterized by a high proline
(Pro) content. Furthermore many of these Pro residues become
hydroxylated (hydroxyproline, Hyp) during synthesis and con-
sequently become glycosylated in various ways. Pro residues
are distributed at different sites within the sequence and these
patterns have suggested different classiﬁcations of HRGP mem-
bers into different groups. EXTs and arabinogalactan proteins
(AGPs) are two O-glycosylated HRGP subfamilies which have
gained much attention (Kieliszewski and Shpak, 2001; Showal-
ter, 2001; Schultz et al., 2002; Showalter et al., 2010; Kieliszewski
et al., 2011; Lamport et al., 2011; Nguema-Ona et al., 2012,
2013; Tan et al., 2012; Velasquez et al., 2012). The nature of
sugars being incorporated and the level of glycosylation vary
between these two families, but also within the members of
these subfamilies. For example, Kieliszewski et al. (2011) have
shown that occurrence of contigs of 3–5 Hyp, preceded by a
serine residue (Ser-Hyp4) led to the synthesis of a short arabi-
noside of 3–5 residues. Serine residue in the Ser-Hyp4 contig
is often O-glycosylated with a single galactose (Velasquez et al.,
2012; Saito et al., 2014). This action is performed by serine-
O-galactosyltransferases (Ser-O-Gal-T), speciﬁc to plants (Saito
et al., 2014). Non-contiguous Hyp residues rather lead to the
synthesis of a large arabino-galactosylated glyco-epitope on the
protein (Kieliszewski and Lamport, 1994; Shpak et al., 1999;
Kieliszewski et al., 2011).
Arabinogalactan proteins and EXTs have been studied for
decades, and shown to fulﬁll many functions related to develop-
ment, and responses to biotic and abiotic stresses in plants (Hall
and Cannon, 2002; Motose et al., 2004; Lee et al., 2005; Nguema-
Ona et al., 2007, 2013; Seifert and Roberts, 2007; Cannon et al.,
2008; Ellis et al., 2010; Lamport et al., 2011; Velasquez et al.,
2011; Cannesan et al., 2012; Moore et al., 2014a,b). These stud-
ies have emphasized the importance of their O-glycan structures.
Indeed, AGPs and EXTs are decorated with complex to simple
carbohydrate-chains (Figures 1B,C) that are required for func-
tionality of these glycomolecules. Until recently, the enzymes, as
well as the molecular mechanisms controlling the synthesis of
HRGP O-glycans, were poorly understood. A recent effort in the
identiﬁcation of the genes involved in the biosynthesis of HRGP
O-glycans has considerably improved our understanding of the
molecular events controlling the addition of sugars on these Hyp-
rich proteins. The aim of this section is to bring together recent
advances in the biosynthesis of HRGP O-glycans, with a focus
on AGPs and EXTs. Structural and biological functions are also
discussed.
AGPs AND EXTs: THE SYNTHESIS OF O-GLYCANS
PRO HYDROXYLATION OF HRGPs
Pro hydroxylation of plant cell wall HRGPs occurs predominantly
on Hyp that are formed in the secretory pathway through the
action of proline hydroxylases (P4Hs). In Arabidopsis, 13 P4Hs
have been identiﬁed (Hieta and Myllyharju, 2002;Vlad et al., 2007;
Velasquez et al., 2011). P4Hs are membrane-anchored enzymes
(Yuasa et al., 2005). It is likely that Pro hydroxylation begins in
the ER and continues in the Golgi apparatus. Detailed investi-
gations of substrate afﬁnity of two Arabidopsis P4-Hs, AtP4H1
and AtP4H2, showed that both AtP4H1 and AtP4H2 hydroxylate
AGP-like and EXT-like synthetic peptides (Hieta and Myllyharju,
2002; Tiainen et al., 2005). However, the substrate speciﬁcity of
the enzymes towards the two classes of synthetic peptides differed.
Additional data showed that AtP4H2 poorly hydroxylated animal
collagen, but did not hydroxylate animal hypoxia-inducible tran-
scription factor (HIF); while AtP4H1 hydroxylates both animal
Hyp-containing proteins collagen and HIF (Hieta and Mylly-
harju, 2002). Similarly, Velasquez et al. (2011) showed that some
root hair-speciﬁc P4Hs are able to hydroxylate EXTs, and dis-
played almost no activity toward AGP-like peptides. Root hair
morphology of Arabidopsis p4h mutants was dramatically altered.
Complementation of these mutants with wild type genes restored
the phenotype. In addition to being substrate-speciﬁc, Velasquez
et al. (2011) also showed that some P4Hs were also cell type-
speciﬁc: P4H2 and P4H5 being conﬁned to trichoblast cells, while
P4H13 being present in both trichoblast and atrichoblast cells.
Recently, it has also been shown that different tomato P4Hs played
a role in plant growth, and exhibited substrate- and tissue-speciﬁc
activities (Fragkostefanakis et al., 2014). The authors have shown
that silencing individual P4Hs result on an increased expansion
of root and leaf cells in tomato. This increase correlated with
a reduction in the amount of AGPs and possibly EXTs. Plants
are therefore likely to regulate the secretion of various classes of
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HRGPs at different stages of development and/or responses to
stress to perform speciﬁc functions in a given cell type or organ.
After their synthesis and secretion,HRGPsmaybemodiﬁed and/or
re-arranged in the cell wall, but this aspect has received little
attention so far, particularly in the case of AGPs.
GLYCOSYLTRANSFERASES INVOLVED IN AGP O-GLYCAN
BIOSYNTHESIS
Liang et al. (2010) has suggested that ∼15 GTs are involved in
AGPglycan biosynthesis. Initiation of the biosynthesis requires the
action of speciﬁc AGP O-Hyp Gal-T, able to initiate the galacto-
sylation of hydroxylated residues on AGP backbone. Recently, an
Arabidopsis Gal-T (AtGalT2), belonging to CAZy GT family 31
and containing a pfam 01762 domain encoding a Gal-T catalytic
domain, able to add one galactosyl residue to Hyp residues of
synthetic AGP-like peptides, has been identiﬁed (Basu et al., 2013).
The authors showed that AtGalT2 was able to add one galactose
residue to synthetic AGP-like peptide, and not to synthetic EXT-
like peptides. AtGalT2was also harboring aGAL-LECTINbinding
domain pfam 00337. This domain, previously identiﬁed as a N-
acetylgalactosaminyl GT (CAZy GT family 27), was involved in
catalyzing the ﬁrst steps of the glycosylation of mammalianmucins
(Hassan et al., 2000; Wandall et al., 2007). AtGAlT2 was found to
be located in the ER and in the Golgi apparatus, a pattern similar
to the one displayed by P4Hs (Yuasa et al., 2005; Velasquez et al.,
2011). It is possible that these two enzymes co-operate in plants to
hydroxylate Pro residues and add the ﬁrst galactosyl residue of the
newly synthesized β-1,3- galactan chain. In addition to AtGalT2,
Qu et al. (2008), using a combination of bioinformatic approaches,
identiﬁed several additional Gal-Ts belonging to the GT family
31, and showed their putative involvement in the elongation of
the β-1,3- galactan backbone of AGPs. For instance, the protein
encoded by the gene At1g77810 was demonstrated to exhibit a
speciﬁcβ-1,3-Gal-T activity. An additionalGal-T activity that adds
the second galactose to the Gal-Hyp nascent chains has also been
partially characterized (Liang et al., 2010).
In addition to β-1,3-Gal-T, AGP glycan synthesis also requires
the action of different other β-1,6-Gal-T, α-1,3- and α-1,5-
arabinosyltransferase (Ara-T), β-glucuronosyltransferase (GlcA-
T), and α-1,2-fucosyltransferase (FuT; Wu et al., 2010). Recently,
two Arabidopsis Gal-Ts showing a β-1,6-Gal-T activity have been
identiﬁed: AtGalT31A, a β-1,6-Gal-T which is classiﬁed into
the CAZy GT family 31, is required for the addition of Gal
residues to existing β-1,6- galactan chains (Geshi et al., 2013)
while AtGalT29A (CAZy GT family 29) is required for the addi-
tion of galactose residues to β-1,3- and β-1,6- galactan chains
(Dilokpimol et al., 2014). Both AtGalT31A and AtGalT29A are
type II transmembrane proteins located in the Golgi appara-
tus. Traces of ER-localization previously observed with P4Hs
and AtGalT2 were not found, suggesting that addition of β-1,6-
galactose residues to the side chains of AGPs occurs later during
the transit of nascent HRGPs into Golgi stacks. Using subcellular
co-localization approaches, FRET acceptor photo-bleaching tech-
niques as well as immuno-precipitation techniques, the authors
showed that (i) AtGalt31A and AtGal29A were organized into
heterodimer complexes, and (ii) this heterodimer had an enhanced
enzymatic activity than the homodimer AtGalT31A/AtGalT31A,
or AtGalT29A/AtGalT29A. AGP arabinogalactan chains are also
modiﬁedwith glucuronic acid (GlcA) residues. Knoch et al. (2013)
have identiﬁed an Arabidopsis transferase belonging to the CAZy
GT family 14, named AtGlcAT14A, exhibiting an AGP-speciﬁc
GlcA-T activity, able to transferGlcA residues both ontoβ-1,3- and
β-1,6-galactan chains (see also Zhou et al., 2009; Ye et al., 2011).
Interestingly, AtGlcAT14A was localized to the Golgi apparatus.
AtGlcAT14A is co-expressed with AtGalT31A and co-localize in
theGolgi apparatus. However, the FRETphoto-bleaching acceptor
technique showed that both enzymes did not physically interact.
These ﬁndings suggest that all the enzymes involved inAGP glycan
synthesis, although probably co-regulated, are not necessarily part
of a unique multi-protein complex. Arabidopsis AGP glycans were
also shown to contain fucose residues (Tryfona et al., 2012). Two
Arabidopsis FuT AtFUT4 and AtFUT6, belonging to the CAZy
GT family 37, were shown to speciﬁcally add fucose residues to
tobacco arabinogalactosylatedAGPglycan chains (Wuet al., 2010).
Interestingly, de-arabinosylation of tobacco AGP glycans (using
arabinofuranosidase) prevented the addition of fucose residue to
the glycan, suggesting that arabinosylation was required for fur-
ther addition of fucose by AtFUT4 and AtFUT6, supporting the
arguments for sequential synthesis of AGP glycans along the Golgi
cisternae. Biochemical data showed that both FuTs fucosylate AGP
glycan in a different manner, most likely on different arabinose
residues (Wu et al., 2010). Finally, arabinose, along with galac-
tose, is the more abundant sugar found in AGP glycans. Recently,
Gille et al. (2013) have identiﬁed an AGP-altered mutant of Ara-
bidopsis named reduced arabinose yariv1 (ray1-1). Monosaccharide
composition of a root AGP fraction precipitated with β-glucosyl
Yariv, showed a signiﬁcant decrease in arabinose content in the
ray1-1 mutant, as compared to the wild type. In addition, the
ray1-1 mutant showed a reduction in the length of its primary
roots. RAY1-1 gene was found to encode for a CAZy GT family
77 Ara-T, localized in the Golgi apparatus (Gille et al., 2013). It is
however, unknown if RAY1 is able to add arabinosyl residues to
short oligo-arabinosides also found on AGPs.
EXT O-GLYCAN BIOSYNTHESIS
ExtensinO-glycans consists of short arabinoside chainswith single
galactose residues, linked respectively to Hyp residues, and serine
residues of the Ser-Hyp4 motifs. In contrast to the length and
the molecular weight of arabinogalactan chains found in AGPs;
EXT arabinoside chains are limited to 4–5 arabinosyl residues,
predominantly β-1,2-linked. The number of enzymes required for
their biosynthesis is also reduced toAra-T initiating and elongating
the arabinoside chains, and to the Ser-O-Gal-T, adding the single
galactose residue to serine (Velasquez et al., 2012; Saito et al., 2014).
Ser-O-Gal-T are type I transmembrane proteins, located in the ER
and possibly in the cis-Golgi cisternae (Saito et al., 2014), and prior
hydroxylation of Pro residues is required for galactosylation of
serine residues on EXTs. It is unknown if this initial galactosylation
is required for further EXT arabinosylation.
While the enzyme adding the ﬁrst galactose residue to AGPs
is now identiﬁed, the enzyme transferring the ﬁrst arabinosyl-
residue to O-Hyp EXT (and maybe on Ser-Hyp3 domains of
certain AGPs; Qi et al., 1991), remains unidentiﬁed. However,
Ara-Ts adding the second, the third, and then the fourth arabinose
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residue to O-Hyp EXTs have been identiﬁed. Indeed, Arabidop-
sis RRA1-3, XEG113, and ExAD were shown (or proposed for
ExAD; Velasquez et al., 2012) to transfer respectively, the second,
the third and the fourth arabinose residue β-1,2-linked to EXT
(Egelund et al., 2007; Gille et al., 2009;Velasquez et al., 2011, 2012).
XEG113 belongs to the CAZy GT family 77 and xeg113 mutants
exhibited abnormally elongated hypocotyls under stress condi-
tions. XEG113 was found to be associated with Golgi membranes
(Gille et al., 2009). RRA3 is also a type II transmembrane pro-
tein, member of the CAZy GT family 77, localized in the Golgi
apparatus, and shown to reduce root hair growth. Rra3 Arabidop-
sis mutants exhibited impaired root hairs. Using a base-mediated
hydrolysis of the peptide backbone, followed by mass spectrom-
etry analyses, the authors elegantly showed that XEG113 was
responsible for the addition of the second arabinose residue to an
elongating β-1,2- arabinan chain, while RRA3 was responsible for
the addition of the third residue. RRA3, XEG113, P4H2, and P4H5
were co-expressed, also indicating that EXT glycan synthesis must
be tightly regulated within the endomembrane system. Moreover,
different cell wall related proteins including AtRSH1 (a classical
EXT HRGP), AtLRX1 (a hybrid EXT HRGP), AtPRP1 (a proline-
rich protein), and several peroxidase genes were also co-expressed
with Ara-T and P4Hs, in Arabidopsis root hairs (Velasquez et al.,
2011).
Together, these studies suggest that AGP and EXT glycan syn-
thesis is initiated in the ER and continues in the Golgi apparatus,
similarly to the N-glycosylation pathway. P4Hs and AtGalT2 may
co-operate during hydroxylation and galactosylation of AGP in
the ER and in the Golgi apparatus. Elongation and ramiﬁcation
of the AGP glycans would probably take place in different Golgi
subcompartments before their export to the cell surface. But spe-
ciﬁc compartmentalization of the enzymes involved in HRGPs
synthesis within speciﬁc Golgi cisternae is not yet established and
requires further investigations. Such an arrangement has already
been described for enzymes involved in the N-glycosylation of
secreted proteins (Saint-Jore-Dupas et al., 2006) and for the syn-
thesis of the hemicellulosic polysaccharide xyloglucan (Chevalier
et al., 2010; Driouich et al., 2012).
AGPs AND EXTs: ROLE IN MORPHOLOGY AND
DEVELOPMENT
Cell wall components are organized into networks of polysaccha-
rides and glycoproteins which, apart from operating individually,
are strongly interconnected (Carpita and Gibeaut, 1993; Bur-
ton et al., 2010; Albersheim et al., 2011). Indeed, it is widely
acknowledged that cellulose microﬁbrils and hemicellulose con-
stitute a primary network of polysaccharides, embedded into a
secondnetworkmadeof pectic polysaccharides. Less often referred
as such, O-Hyp cell wall proteins constitute the third network of
the wall component. Bridges between these three networks do also
exist and structural alteration occurring on a single cell wall com-
ponent often affects overall cell wall architecture and integrity.
Thus, structurally altered AGPs/EXTs weaken cell wall architec-
ture (both covalently and non-covalently), and affect biological
processes controlled by the cell wall compartment.
Indeed, most of the Arabidopsis mutants defective in one or
more enzymes described above presented various developmental
and morphological alterations. van Hengel and Roberts (2002)
showed that the lack of fucose residue in the Arabidopsis mur1
mutant caused their roots to be shortened. This growth defect
was due to structural modiﬁcation of root AGPs (van Hengel and
Roberts,2002), aswell as a result of altered rhamnogalacturonan-II
synthesis, since the disorder was partially rescued by exogenous
application of boric acid (O’Neill et al., 2001). Liang et al. (2013)
showed that a deﬁciency in the genes AtFUT4 and AtFUT6 caused
a reduction of root growth under saline stress conditions (see
also Tryfona et al., 2014). The lack of fucose residue was pro-
posed to affect intramolecular interactions between AGPs and
other wall components. Similarly reduced galactosylation of AGPs
in reb1-1 mutant of Arabidopsis caused strong swelling of tri-
choblast cells as well as reduced root growth (Andème-Onzighi
et al., 2002; Nguema-Ona et al., 2006). The Arabidopsis mutant
atglcat14a, deﬁcient in anAGP-speciﬁcGlcAGT,showed an abnor-
mal increase in root and hypocotyl length, when compared to the
wild type (Knoch et al., 2013). Biochemical analysis in this mutant
showed an alteration in the AGP composition and associated gly-
cosidic linkages as compared to the wild type, suggesting that
biochemical phenotype indirectly impacts cell elongation via an
overall change in cell wall architecture and integrity. The muta-
tion in AtGalT31A caused the arrest of the embryo development
at the globular stage, while complementation of the mutant with
AtGALT31A restored the wild type phenotype, thus linking the
requirement of correctly glycosylated AGPs with the progression
of embryogenesis beyond the globular stage (Geshi et al., 2013).
However, a study of atgalt2 deﬁcient Arabidopsis mutants showed
that allelic mutant lines contained less Gal-T activity when com-
pared to the wild type without displaying any signiﬁcant alteration
of the phenotype. Basu et al. (2013) suggested that other Hyp-
O Gal-Ts may compensate for the loss of AtGalT2, and that
examination of these mutants under non-physiological condi-
tions, or the production of multigene mutants within this gene
family may reveal novel phenotypes. Recently, an unusual AGP
(named APAP1) was found to be covalently linked to pectin
rhamnogalacturonan-I and to arabinoxylans (Tan et al., 2013).
Absence of APAP1 in the correspondingmutant led to an increased
extractability of pectins and xylans, thus suggesting the alteration
of its overall wall architecture. Apap1 mutants exhibited a signiﬁ-
cant increase in the height inﬂorescence stem, although the overall
morphology was comparable to that of the wild type.
Arabidopsis EXT-deﬁcient or EXT-altered mutants also pre-
sented various developmental and morphological alterations, due
to an alteration in their overall wall architecture. Velasquez et al.
(2011) showed that disrupting the Pro hydroxylation and/or
improper O-glycosylation impacted EXT ability to form covalent
intra and inter-molecular network in the wall. Indeed, secondary
helix conformation found in EXTs, required for normal cata-
lysis of the di-isodityrosine bondages by wall peroxidases (Held
et al., 2004), was altered in P4H-deﬁcient andAra-T-defectiveAra-
bidopsis mutants. The authors concluded that the absence, or the
alteration of their Hyp-O-arabinosides, destabilized the EXT heli-
cal secondary structure, altering their ability to interact in the
wall with other cell wall components, thus altering their structural
function in muro. Interestingly, unlike in plants, the hydroxy-
lated Pro residues of animal proteins are not glycosylated. Pro
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hydroxylation itself is sufﬁcient for the conformational stability
of animal Hyp-rich proteins such as collagen. This PTM is gene-
rally sufﬁcient for proper functioning of such proteins. Indeed,
Hyp stabilizes their triple helical structure at body temperature
(Kivirikko and Pihlajaniemi, 1998; Myllyharju, 2003), and to date,
no animal Hyp-containing proteins have been found to be gly-
cosylated. O-glycosylation of Hyp is a rather plant-speciﬁc PTM,
required for the proper functioning of plant Hyp-containing pro-
teins including HRGPs. While the enzymes hydroxylating Pro
residues onAGPs and EXTs are similar to mammalian systems, the
ones that initiate and elongate the glycan chains of these HRGPs
are unique to plants.
Furthermore, the study of the Arabidopsis rsh mutant, deﬁcient
in an EXT (RSH/EXT3) has also shown the importance of EXTs for
normal plant cell wall architecture and function in development.
RSH/EXT3 is an Arabidopsis EXT which was shown to play a key
role during cytokinesis, by controlling cell plate formation (Hall
and Cannon, 2002; Cannon et al., 2008). RSH/EXT3 positively
charged was proposed to interact with negatively charged pectins
to create a template for newly synthesized cell walls.
AGPs AND EXTs: ROLE IN BIOTIC STRESS
In addition to their role in morphology and growth, AGPs and
EXTs were shown to play key roles in plant responses to biotic
stress. Esquerré-Tugayé (1979) and Esquerré-Tugayé et al. (1979)
have shown that plants respond to fungal infection by an increased
secretion of HRGPs. Both AGPs (reviewed in Nguema-Ona et al.,
2013) and EXTs were later on shown to play various roles in this
response to pathogens. More speciﬁcally root apices and exudates
were found to be enriched in AGPs (Figure 2), their chemi-
cal composition being different depending on both root tissues
and plant species (Dolan et al., 1995; Durand et al., 2009; Can-
nesan et al., 2012). AGPs have long been suspected to be involved
in root-microorganisms interaction including symbiotic associa-
tions (Scheres et al., 1990; Balestrini et al., 1996; Berry et al., 2002).
For instance, alteration of AGP synthesis or secretion was shown
to inhibit Rhizobium sp. YAS34 attachment to the root surface
of Arabidopsis thaliana (Vicré et al., 2005; Figure 2). Xie et al.
(2012) further demonstrated that AGPs from pea root exudates
promote polar orientation and adhesion of Rhizobium legumi-
nosarum. However, AGP functioning in root defense remained
speculative until recently, as demonstrated by the study of Can-
nesan et al. (2012) on pea roots. The authors have shown that
AGPs isolated from root cap (RC) and border cells are strong
attractants of zoospores of the pathogenic oomycete Aphanomyces
euteiches in vitro (Cannesan et al., 2012). The AGPs also inhibited
in vitro cyst germination and the subsequentmyceliumgrowth and
propagation. These ﬁndings highlight the important contribution
of AGPs in Aphanomyces euteiches root infection and show for the
ﬁrst time that AGPs are involved in controlling root-pathogenic
oomycete interaction (see also Nguema-Ona et al., 2013).
Extensins have also been shown to play a signiﬁcant role in plant
defense and protection against bioagressors. Immunolocalization
studies using the mAbs JIM 20 and JIM 11 revealed the abundant
presence of EXT epitopes in cell walls of the resistant wax gourd
cultivar to Fusarium oxysporum as compared to susceptible cul-
tivar (Xie et al., 2011). In addition, elicitation with fusaric acid
FIGURE 2 | Root cap (RC) and border cells are both enriched in AGP
and EXT epitopes. (A) Immunostaining of AGP epitopes at the surface of
RC and border-like cells of Brassica napus with the mAb JIM8 (from
Cannesan et al., 2012 with permission). Root border-like cells are produced
and released from the RC. (B) Micrographs showing the association
between root border-like cells from Arabidopsis thaliana and Rhizobium sp.
YAS34-GFP. The GFP-expressing bacteria appear green at the root surface
(from Vicré et al., 2005 with permission). This association is AGP-dependant
as demonstrated in Vicré et al. (2005). (C) Fluorescent micrographs of root
border-like cells from ﬂax (Linum usitatissimum) immunostained with the
monoclonal antibody LM1 speciﬁc for EXT epitopes (from Plancot et al.,
2013 with permission). Bars = 20 μm (A), 50 μm (B), and 8 μm (C). BLCs,
border-like cells; M, mucilage; RC, root cap.
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or infection with F. oxysporum caused important decrease of the
immunoﬂuorescence in both resistant and susceptible cultivars.
Also, elicitation of grapevine callus cultures resulted in both the
insolubilization of a speciﬁc 89.9 kD EXT and the induction of
the catalytic activity of an EXT peroxidase (Jackson et al., 2001).
Furthermore, EXTs have been shown to accumulate in response to
the pathogenic oomycete Sclerospora graminicola in resistant pearl
millet cultivar (Deepak et al., 2007). The high content of EXTs was
tightly correlated with an increase in the levels of isodityrosine
and H2O2 suggesting cell wall strengthening in the resistant cul-
tivar presumably to limit Sclerospora graminicola penetration and
tissue infection.
More recently, the implication of EXTs as part of the innate
immune response of root border-like cells (BLCs) of Arabidopsis
thaliana and Linum usitatissimum has been investigated by Plancot
et al. (2013). Root border cells from plants such as pea, soybean,
or cotton are highly specialized in root protection and production
of various anti-microbial compounds (Hawes et al., 2000, 2003).
Although such a function still needs to be clearly established for
BLCs, a class of border cells that is relatively less studied. Recent
work suggests a role for these BLCs in root defense (Driouich
et al., 2013). Plancot et al. (2013) have also demonstrated that, in
response to elicitors (e.g., ﬂagellin 22), a signiﬁcant increase in the
production of H2O2 was detected in root BLCs together with a
strong activation of genes involved in EXT biosynthesis and cross-
linking. This is consistentwith theﬁndingofVelasquez et al. (2011)
which showed that EXTs biosynthesis genes were co-expressed
with peroxidase genes. Interestingly, treatment with elicitors also
caused modiﬁcations in the distribution of EXT epitopes within
cell walls of root BLCs (Figure 2). The effect of elicitation on
the pattern of labeling with the mAb LM1 was shown to depend
on both the nature of elicitors and plant species. Elicitation with
ﬂagellin 22 almost abolished immunostaining of LM1-recognized
epitopes reﬂecting reorganization of the EXT network within the
cell wall due to extensive cross-linking. Such an oxidative cross-
linking of EXTs may result in a reinforced glyco-network that
enhances physical properties of the cell wall in both Arabidopsis
thaliana and L. usitatissimum (Plancot et al., 2013). This reinforce-
ment of the cell wall would in turn limit/prevent penetration and
progression of pathogens within root tissues.
Together these ﬁndings strongly suggest that AGPs and EXTs
are key components of root protection, and more speciﬁcally
of root border cells. However, further investigations where root
border cells are directly challenged with speciﬁc pathogens are
needed to provide a biological context for these observations. So
far, the immune response in roots remains poorly understood and
appears to be highly complex and cell-type speciﬁc (Millet et al.,
2010; Cannesan et al., 2012; Balmer and Mauch-Mani, 2013). To
our knowledge, the only study that clearly demonstrated the rela-
tionship between the production of EXT and plant resistance to
pathogens was performed in leaf tissues (Wei and Shirsat, 2006).
In this study, over-expression of the EXT1 gene in leaves of Ara-
bidopsis thaliana clearly limits the spreading of the pathogenic
bacteria Pseudomonas syringae DC3000 within the tissues. Sub-
sequently, the infection symptoms are signiﬁcantly reduced. It is
clear that the implication of EXT and AGP populations in root
protection is far from being fully understood and more studies are
needed to elucidate the role of individual HRGPs/or their glycans
in resistance to biotic stress.
CONCLUSION AND OUTLOOK
Like N-glycoproteins, cell wall O-glycoproteins, AGPs and EXTs,
are synthesized, assembled and modiﬁed within the secretory sys-
tem. Their glycans, although structurally different and diverse,
play a major role in their stability, activity and function. Both
types of glycoproteins were shown to be involved in the control
of many biological activities and physiological processes in vari-
ous plant species. However, the speciﬁc role of each glycan type
and the associated oligosaccharides in biological processes is not
known. One of the important challenges for the future is to elu-
cidate the contribution of each of these glycans (and associated
sugars) in regulating cell growth, development and adaptation
of plants to environmental stresses, either biotic or abiotic. Even
more challenging is the search for potential relationships between
a given glycan/oligosaccharide structure and a given function in a
given tissue. For instance, how speciﬁc O-glycan structures regu-
late morphology, growth or biotic interactions of certain root cell
typeswithmicrobes is amajor issue that deserves further attention.
Recently, a number of the carbohydrate active enzymes involved
in N- and O-glycan metabolism have been identiﬁed and have
advanced our understanding of the biosynthetic machineries of
these glycoproteins. How these enzymes are spatially organized
and assembled within different compartments of the endomem-
brane system (i.e., speciﬁcally within Golgi subcompartments and
Golgi-derived secretory vesicles) and how these are regulated du-
ring development is not fully understood and remains an exciting
research opportunity for the future.
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V.2. Création de tutoriels et protocoles 
V.2.1. Guide pratique pour une bonne méthode de travail en 
microscopie confocale 
 
Prenant conscience des difficultés rencontrées lors de mes premiers pas en microscopie 
confocale, j'ai souhaité rédiger un petit guide pratique expliquant une méthode de travail 
efficace à suivre pour ce type d'expérience. Ceci, afin de faciliter les débuts des nouveaux 
utilisateurs.  
À cela, s'ajoute la création d'une feuille de route, facile à remplir directement sur l'ordinateur 
du microscope. Cette feuille de route permet de gagner en temps et en clarté lors de la 
rédaction du cahier de laboratoire. Cela évite aussi de perdre des points importants observés 
lors de l'acquisition et d'en tenir compte lors des analyses ultérieures. 
 
Annexes 
  
178 
Réalisé par Maxime Gotté  - Doctorant au laboratoire Glyco-MEV EA4358 Le 18 février 2014 
Guide pratique pour une bonne méthode de travail en microscopie 
confocale 
A. Avant de commencer 
1. Définir la problématique à répondre. Tout d’abord déterminer pourquoi fait-on l’expérience. 
 
2. Déterminer les observations nécessaires pour y répondre :  
- Tissus à étudier 
- Traitements à réaliser 
- Les paramètres nécessaire pour une bonne observation : c'est à dire le grossissement, le 
zoom, la profondeur du marquage dans le tissu, le réglage du pinhole et du gain qui seront 
nécessaires. 
 
B. Acquisition 
Réaliser les acquisitions en suivant un plan de travail déterminé : 
a. commencer par le contrôle – passer au moins 2 échantillons contrôles. Afin de ne pas être surpris 
après plusieurs analyses sur l’échantillon traité. 
b. Se concentrer sur les objectifs de l'expérience et ne pas s’éparpiller. 
c. Noter régulièrement, pendant la séance, les paramètres et conditions des différentes acquisitions. 
d. Noter les remarques, ressentis, observations, etc… à chaud et durant la séance quitte à approfondir 
ultérieurement. 
C. Analyse des images obtenues 
1. Revoir la problématique et la procédure. Tout d’abord revoir la problématique et redéfinir/relire tous 
les paramètres à étudier pour y répondre. 
2. Observer les contrôles et relever, noter tous les paramètres biologiques d’intérêts en condition 
contrôle. 
3. Comparer une zone, un tissu contrôle avec l’échantillon traité. En suivant les paramètres définis en 
étape 2. 
4. Éventuellement redéfinir les paramètres biologiques à analyser au vue des résultats/observations 
inattendues notés dans l'étape 3. 
5. Repenser un échantillon (contrôle et traité) dans sa globalité : suivre l’évolution des paramètres 
biologiques dans les différentes acquisitions d’un même échantillon, voir entre plusieurs réplicas. 
6. Donner une conclusion générale des observations en n'oubliant pas de signaler les points à améliorer, 
redéfinir, corriger, affiner, etc… pour les prochaines expériences. 
Feuille de route : microscopie confocale 
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Ce document est une feuille de route permettant de faciliter la prise de notes lors de vos 
acquisitions au microscope confocal ainsi que lors de vos analyses d'images ultérieurs. 
sommaire : 
page 1  Préparations avant la séance de microscopie 
page 2  Feuille de route 
Page 3   Analyses d'images 
 
Préparations avant la séance de confocal : 
ex : 
 Traitement réalisés à t = x h 
 Immunomarquage réalisé avec tel anticorps 
 coloration avec tel marqueur 
 etc... 
Feuille de route : microscopie confocale 
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Feuille de route : microscopie confocale 
date :  
Titre séance :  
 
Problématique  
Observations 
nécessaires  
Zone(s) à observer  
Tissu(s) à étudier   
Traitement(s) à réaliser  
 
n° plante / 
traitement 
n° image / 
série 
Type et 
paramètres 
Localisation 
Observations 
remarques 
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
Commentaires : 
 
Feuille de route : microscopie confocale 
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Analyse des images via : 
date :  
 
n° image / 
série 
Type 
d'analyses 
Localisation 
Observations 
remarques 
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V.2.2. Guide pour l'utilisation du logiciel ImageJ 
Mes travaux de recherche m'ayant conduit à une utilisation intensive de la microscopie 
confocale, j'ai fréquemment eu à utiliser le logiciel d'analyse et de traitement d'images 
ImageJ. Cette utilisation régulière ainsi qu'une formation spécialisée suivie durant mon stage 
de M2, m'ont permis de maitriser les notions fondamentales de ce logiciel.  
Les questions fréquentes que l'on m'a posées portant sur les utilisations, même les plus 
basiques, du logiciel, m'ont suggéré que les utilisateurs manquaient d'informations accessibles 
quant à l'utilisation de ce logiciel. 
C'est pourquoi, afin de faire gagner du temps aux utilisateurs et leur faciliter l'exploitation de 
ce logiciel, j'ai souhaité partager mes connaissances en créant un tutoriel simple, illustré et en 
français, pour le logiciel ImageJ expliquant les fonctions essentielles relatives à la 
microscopie confocale. 
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Glyco-MEV EA4358 
 
Réalisé par Maxime Gotté 
Directeur de thèse : Pr. Azeddine Driouich  
[Utilisation du logiciel ImageJ] 
Ce protocole s'adresse aux utilisateurs du logiciel d'analyse d'images ImageJ. Il fournit des 
explications illustrées pour une utilisation facilitée et rapide de plusieurs fonctions 
essentielles du logiciel, telles que l'apposition d'une barre d'échelle, la reconstitution 3D, 
l'application de filtres, les modifications de luminosités et contrastes, etc... 
Utilisation du logiciel ImageJ 
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Sommaire 
 
  
Utilisation du logiciel ImageJ 
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Introduction 
Pour commencer il faut savoir qu'ImageJ est un logiciel Open source, donc gratuit et amélioré par les 
utilisateurs eux-mêmes ! 
Il est également important de noter qu'il utilise des plugins qui sont des petites fonctions supplémentaires 
téléchargeables sur le site d'ImageJ. Ce sont ces plugins qui sont créés par les utilisateurs. 
Une version d'ImageJ avec de nombreux plugins est disponible sur le site : Primacen, dans l'onglet « outil » 
ou directement téléchargeable sur ce lien :  
https://primacen.crihan.fr/Outils/download.php?file=TUJGX0ltYWdlSi5leGU%3D 
 
Vous aurez besoin des plugins fournis avec cette version pour ouvrir les fichiers obtenus au confocal. 
Ouvrir les images 
File – Open – [dans le fichier où vos images ont été enregistrées se trouve un fichier avec l'extension : 
« .lei » qui correspond à l'expérience complète.] ouvrir le document ".lei" 
 
À ce fichier, est lié un fichier du même nom mais avec l'extension « .txt » ce document contient la totalité 
des paramètres nécessaires au traitement des images. Il sera chargé automatiquement par ImageJ lors de 
l'ouverture du fichier « .lei ». Il fournit également une base d'information utile sur vos paramètres 
d'acquisitions. 
 
Une fenêtre comme ceci apparaît alors : 
 
Toutes les séries ou images acquises lors de l'expérience apparaissent et peuvent être sélectionnées pour 
être ouvertes.  
Les traitements sur images et analyses peuvent alors commencer ! 
 
Utilisation du logiciel ImageJ 
 
4 
 
Les paramètres de l'image ou de la série ouverte sont visibles et modifiables dans l'onglet "Image" puis 
"properties"  
 
Ajuster l'intensité du signal (luminosité / contraste) 
 
Attention !  
Remarque : la modification du "contrast" est à proscrire (sauf cas particuliers) ! Elle peut entrainer des 
modifications de vos résultats remettant en cause leur validité scientifique. 
 
Je conseillerais plutôt d'utiliser le curseur "Maximum".  
Ceci change la pente de la courbe sans quitter le 0. Ce qui a pour effet de ne pas dénaturer le signal et de 
ne pas perdre d'informations. 
Prenez garde, toutefois, à ne pas placer le "Maximum" sous le niveau max du signal. Illustration : 
 
Ici le maximum de la courbe reste hors du signal          Ici le maximum est sous le niveau max du signal 
 = image non saturée = saturation du signal 
Utilisation du logiciel ImageJ 
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Appliquer un filtre 
Appliquer un filtre permet d'améliorer certain 
aspect de l'image, il utilise différents 
algorithmes, en fonction du filtre utilisé, qui 
seront appliqué sur l'image. 
Exemple de filtre utile : le filtre "Unsharp 
Mask". Il augmente sensiblement la netteté de 
l'image retirant cette sensation de flou 
récurrente en microscopie. 
Pour utiliser les filtres : 
 
 
 
 
 
 
Changer la couleur de fluorescence (fausse couleur) 
Remarque : LES IMAGES SONT ACQUISES 
EN NUANCES DE GRIS. L'application d'une 
couleur est donc une FAUSSE couleur. C'est 
pourquoi une acquisition réalisée avec un 
échantillon GFP pourra très bien être 
illustrée en rose si le cœur vous en dit ! 
 
Pour les versions plus récentes d'ImageJ 
cliquez sur : image - lookup tables - et 
choisissez la couleur qui vous intéresse. 
Déterminer l'échelle 
Cliquer sur "Analyze" – "Set scale" 
puis déterminer la "distance in 
pixels" correspondant à une "Known 
distance". Déterminer l'unité de 
longueur (ici en µm). 
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Si la distance en pixels n'est pas donnée par le logiciel, il 
est possible de la récupérer à partir des informations 
disponibles dans le fichier ".txt" (obtenue lors de chaque 
session de microscopie confocale). Il peut s'agir d'un bug 
commun, où les propriétés de l'image sont altérées. 
Pour ce faire, corrigez les en allant dans : image - 
properties - ici vous pourrez déterminer la taille en µm 
de chaque pixel comme dans la figure suivante : 
 
 
Placer l'échelle sur l'image 
C'est très simple avec la version du logiciel 1.41n, il n'y a qu'à cliquer 
sur l'icône correspondante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dans les versions plus récentes : cliquez sur les petites doubles flèches à 
droite puis sélectionnez "magic montage" puis cliquez sur l'icone 
ressemblant à une barre d'échelle comme ci-dessous : 
 
 
Réaliser des mesures 
Après avoir déterminé l'échelle, tracez un trait sur l'image à l'aide de l'icône "trait" la longueur du trait 
tracé est alors indiquée en cliquant sur "analyze"-"measure" ou bien en utilisant le raccourci « ctrl+m ». 
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Compter des éléments sur une image 
Utiliser l'icône "points étoilés" et placer les points sur l'image. En cliquant sur "Analyze"-"measure" ou sur 
le raccourci « ctrl+m » on obtient le nombre de point placer ainsi que les coordonnées de chaque point. 
Reconstruction en 3D des séries en Z 
 allez dans "plugins" – "stacks - Z-functions" – "360° 3D project".  
OU 
 Il est aussi possible d'utiliser la fonction : "Image"-"stack"-"3D project" qui permet d'ajuster 
plusieurs paramètres comme l'axe de rotation de l'image. 
 
Remarque : si l'image apparaît plate et non pas en 3D après la reconstruction, pensez à bien vérifier les 
propriétés de la série ("image"-"properties") – notamment le voxel depth.  
Exemple de bug : voxel = 0.000000000007795 au lieu de voxel = 0.7795 
Réaliser une sélection sur l'image (découpage) 
Utilisez les icônes "rectangle" / "ovale" / "polygone" afin de sélectionner la zone d'intérêt. 
Un clic droit sur la zone sélectionnée ouvre un menu permettant de dupliquer, effacer ou remplir par une 
couleur la zone d'intérêt. 
Isoler et reconstruire une cellule en 3D 
Sélectionnez spécifiquement une cellule sur une série en Z représentant plusieurs cellules : tout ce qui 
entoure la cellule d'intérêt est effacé pour chaque plan focal. La reconstruction 3D qui s'ensuit permet 
d'obtenir la cellule seule en 3D. 
Réorienter / basculer une image 
Pour réorienter une image ou une cellule isolée à la verticale par exemple, allez sur "Image" – "Transform" 
– "Rotate..." et déterminez l'angle approprié (possibilité de visualiser l'effet de l'angle indiqué en cochant 
"preview"). 
Utilisation du logiciel ImageJ 
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Colocalisation / Fusionner 2 images de couleurs différentes (lors d'un multi-
marquage) 
Cliquer sur l'icône de « mélange de couleurs » 
Pour les versions récentes : cliquez sur image - color - channel tools - merge channels 
Regrouper plusieurs séries en une seule série  
Si vous avez réalisé plusieurs time séries successives et que vous voulez les regrouper en un seul et 
unique film, cliquez sur « Image » - « stacks » - « tools » - « concatenate » indiqué en 1 la série à placer au 
début du film et en 2 celle qui suivra. 
Appliquer une grille sur la section de façon aléatoire 
Exemple : pour réaliser des cubes de section dans une série afin de réaliser un comptage manuel d'objets. 
Ouvrir la série ; ouvrir plugins – Analyze – grid 
 sélectionner la dimension de grille requise exemple pour comptage long objet : 1500 µm² 
 cocher random afin que la grille se place de façon aléatoire sur la série. 
 Sélectionner avec la fonction sélection, 10 carrés non jointifs 
 effacer ce qui n'est pas sélectionné et passer en 3D 
 Réaliser le comptage. 
 
Pour faire de la multi-sélection : faire une sélection, puis ctrl+t  pour passer sur manager. 
 
Une fois les 10 sélections réalisées : dans le manager, sélectionnez les 10 en les mettant en surbrillance. 
Allez dans l'onglet « more... » du manager, cliquez sur « OR (combine) » ceci active les 10 sélections en 
même temps. Puis inversez la sélection (edit – selection – make inverse) et effacer le tout : edit – clear. 
Appliquez à toutes les images de la série. 
Annexes 
 
195 
  
Annexes 
 
196 
  
Annexes 
 
197 
 
 
V.2.3. Analyses rapides en qPCR 
Mes analyses de qPCR m'ont amenées à réaliser des feuilles de calcul Excel afin de calculer 
les 2
-ΔΔCP
 nécessaires à mes analyses. Or comme nous ne disposions pas de feuille de calcul 
mutualisée pour l'ensemble du laboratoire, j'ai créé et partagé avec le laboratoire, un tableur 
comblant ce manque. J'ai essayé de rendre ce document le plus accessible possible. Chaque 
étape est décrite et détaillée et un exemple est systématiquement donné pour illustrer le 
résultat souhaité. 
Voici les différents onglets présents dans ce tableur : 
 Le 1er onglet donne les instructions d'utilisation du document. 
 Le 2nd onglet permet l'arrangement des données brutes. 
 Le 3ème onglet explique brièvement comment déterminer les gènes de références les 
plus efficaces avec l'aide de NormFinder. 
 Le 4ème onglet permet de réaliser l'analyse automatique de type 1. 
 Le 5ème onglet présente un exemple concret de cette analyse de type 1. 
 Le 6ème onglet permet de réaliser l'analyse automatique de type 2. 
 Le 7ème onglet présente un exemple concret de cette analyse de type 2. 
L'analyse automatique de type 1 permet de calculer le 2
-ΔΔCP
 obtenu avec chaque gène de 
référence ainsi que le ratio qui intègre plusieurs gènes de références et l'efficacité des couples 
d'amorces utilisées comme cela est décrit dans l'article 2 (Analysis of Endoplasmic Reticulum 
bodies-related gene expression in different zones of the Arabidopsis thaliana root isolated by 
Laser Assisted Microdissection with minimal sample preparation). 
L'analyse de type 2 m'a été présentée par Magalie Bénard, ingénieur d'études de la plateforme 
PRIMACEN. Cette analyse permet de contourner d'éventuels problèmes de dispersion des CP 
(Crossing point) des t0. Pour ce faire, lors du calcul des 2
-ΔΔCP
, les ΔCP0 sont remplacés par 
la moyenne de tous les ΔCP0 réajustée de façon à ce que la moyenne des 2-
ΔΔCP
 des t0 soit 
égale à 1. 
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